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1. Uber Co-zymasefreie Hefe. 


Bei unseren Versuchen iiber Co-Zymase verwenden wir 
stets ausgewaschene Trockenhefe. Bisher waren alle unsere 
fersuche zur Herstellung eines Trockenpriparates dieser Co- 
zymasefreien Hefe gescheitert'), insbesondere hatte sich die 
Behandlung mit Alkohol und Ather als schidlich erwiesen; 
lie Trocknung an der Luft wird dadurch erschwert, daB die 
ausgewaschene Hefe eine teigartige Konsistenz besitzt. Nun- 
mehr haben wir indessen gefunden, da8 sich durch Reiben aut 
Hontellern ein aktives Trockenpraparat herstellen liBt. Zu 
einem Parallelversuch (siehe Tab. 1) wurde dieselbe Hefe, teils 
asserhaltig, teils als Trockenpriparat benutzt. 

Die Bereitung des Trockenpriparates ist indessen so zeit- 
aubend, daB wir gewéhnlich zu jeder Versuchsreihe die Co- 
tymasefreie Hefe frisch bereiten. 


a 


) Siehe III. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 136, S. 107 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVIII. 1 
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Tabelle 1. 
- Heit In Inuten 
Nr. Hefe Co-Zymase soles meen Gennes wanes oe 
30|45|60| 75 | 90 [110] 120/140) 175 19 
ae ee | : — 
a. nicht ge- ohne Kochsaft |0,2} —;0,2; — | 0,2) — | 0,3) — | 03 —TRR ¢ 
trocknet | mit 1 cem __,, —|—]40) 6,8) 8,2) 9,7) — 12,1/14;8) i 
rt ge- - ohne m 0,0} —}0,0; — | 0,0; — | 0,0) — | 0.0 ~-H, 
4} | trocknet | mit 1 ecem _,, 3,5|6,1]9,0) 11,0] 12,3} — }14,8] — | — ral, 
5 
Dab die Girung im Versuch 4 (Tab. 1) so viel frither be. 


ginnt als im Versuch 2 beruht darauf, da8 im ersteren Falk 
0,01 g Zymophosphat zugesetzt worden war. 


2. Reinigungsversuche mit Bleiacetat. 


Die Reinigung der Co-Zymase haben wir durch Anwendung 
der in der 3. Mitteilung beschriebenen Methode der fraktio. 
nierten Bleiacetatfillung noch weiter getrieben. 

Als Beispiel fiihren wir einige Versuche an. 

a) Durch Eintragen von frischer PreBhefe in Wasser von 
90°, wurde der Kochsaft ,8“ erhalten. Er wurde mit iiber 
schiissigem PbAc, bei p,, = 6 gefillt. Vom Filtrat wurde en i z 
Teil mit H,S behandelt, und der Co-Zymasegehalt bestimmt 
(Lésung = 8a). Aus dem anderen Teil des Filtrats wurde mi 
Bleiacetat und NaOH bei p,, = 10 eine Fiallung erhalten; si 
wurde abzentrifugiert, mit H,S behandelt und die Lésung my * 
Sb bezeichnet. 

Je 1 ccm der Lésungen 8, 8a und 8b wurde zur Girug® ' 
genommen. In der Tab. 2 findet man die entwickelten (0,; 
Volumina. 


—* st be oe 


Tabelle 2. 























: Zeit in Minuten : 

Co-Zymase wo ————___—_— | 

40 | 70 | 100 130 165 1 

—————————— SS 1 
Ohne Co-Zymase . 0,0 = 2 eT | 0,0 
WS ce 8,0 11,3 13,3 14,5 | 15,1 

co | Se 4,0 i,t 10,0 11,8 | 3,6 y 
peemrth. ...) Bp 68 | 93 | 10,8 12,5 
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Die Lisung 8b besaB ein Trockengewicht von 7,5 mg pro 
Kubikzentimeter. — Aschengehalt 15,5°/,. 


ACo = 800. 


h) Aus 35 g frischer Hefe in 200 ccm heiBem Wasser wurde 
der Co-Zymaseextrakt 2 dargestellt; er wurde teils unfiltriert 
und teils filtriert gepriift. Die filtrierte Lisung wurde wie 
oben mit PhAc, bei p,, = 6 gefallt, und nach Abfiltrieren des 
Niederschlags das Filtrat bei p,, = 10 mit NaOH gefillt. Der 
Niederschlag wurde mit H,S zerlegt und H,S mit PbCO, ent- 


fent. Lésung 2c. 


Tabelle 3. 

















Zeit in Minuten 
Co-Zymase elias Went Samet eS alec conte cecmaase ecm: 
80 | 100 | 120, | 150 = 240 
Ohne Co-Zymase .. . | 0,3 | 0,8 0,5 0,7 1,5 
teem Extr. unfiltriert . | 8,0 | 9,5 10,6 12,4 16,6 
leem ,, filtriert . . | 7,4 | 8,5 9,4 10,7 13,8 
leem Lisung 2c . . . | 5,8 | 1,8 | 8,2 96 | 12,6 





Das Trockengewicht der Lésung 2c war 2,2 mg pro Kubik- 
zentimeter. 
4,5 


ACo = 0,0022 = 2040. 
c) Die Co-Zymaselésung 3c wurde aus Extrakt 3 auf die 


selbe Weise wie 2c hergestellt, nur wurde die Bleihydroxyd- 


‘fillung vor der H,S-Behandlung mit Wasser zweimal ge- 























waschen. 
Tabelle 4. 
————“—iHitin Minuten 
30 60 | 90 | 120 180 
Qhne Co-Zymase . 0,0 x | —- | = 0,2 
leem Extr. 3. . oo | a | | 12,0 14,1 
leem Lisung 8b. a a 10,9 


Das Trockengewicht des Extraktes 3 war 15 mg pro Kubik- 


zeutimeter. Aschengehalt 23°. 


ACo = 490. 


1* 
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Die Liésung 3b besaB einen Trockensubstanzgehalt yoy 
1,9 mg pro Kubikzentimeter. Aschengehalt 21°/,. 


4,7 
ACo = 0,019 = 2470. 


Die Asche enthielt keine nennenswerten Mengen yon Mg, 
ihre Liésung in HCl gab mit Na,HPO, und starkem NH, keine 
merkliche Triibung. 

Das Co-Zymasepriparat gab keine EiweiBreaktionen, auch 
nur schwache Ninhydrinreaktion. 

Der Phosphorgehalt wurde in 2 Proben nach Verbrennung 
mit H,SO, und H,O, bestimmt.’) 

1. 28,8 mg Substanz gaben 0,0400 g Molybdatfiillung = 0,00058 ¢ P, 
d. hh. 2,07°/, P. 

2. 38,4 mg Substanz gaben 0,0556 g Molybdatfillung = 0,00081 ¢ P, 
dé. h. 3,106°), P. 

Das Verhiltnis 





Aktivitiit 4,7 
howe te 

d) Aus einem Saft 9 wurden wie oben die Lésungen a 
und 9b dargestellt. 

0,5 com der Lisung 9b gab eine Kohlensiureentwicklung 
von 4,2 ccm wihrend einer Stunde. 


Das Trockengewicht war 0,0034 g pro Kubikzentimeter. 
Aschengehalt 29°/,. 


= 118. 





3. Reinigung durch Tonerdehydrat. 


Aus einem Hefekochsaft 5 wurde wie oben durch doppelte 
Bleifillung die Liésung 5) hergestellt. 70 ccm dieser Lésung 
wurden mit 195 mg Al-Hydrat in wiBriger Suspension und mit 
NaOH bis p,, = 10 versetzt. Das Hydrat wurde abfiltriert und 
gewaschen und danach in 50 ccm Wasser aufgeschwemmt = (o- 
Zymase 5c. 

Uber den Reinheitsgrad des Priiparates 5c kann nu 
wenig gesagt werden. Das Trockengewicht (bei 110° zur 





‘) Diese Verbrennungsmethode ist zwecks P-Bestimmungen von den 
Herren K. Josephson und K. Sjoberg ausgearbeitet, und sie werden 
dariiber berichten. Die Fillung ist nach H. Lieb ausgefiihrt. 








i 
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Tabelle 5. 
Zeit in Minuten 
Co-Zymase —____—______— : " 7 

45 9 | 105 | 120 
Qhne Co-Zymase . . 0,05 a i | 0,05 
1eem Extr. 5... . 3,8 8.8 9,0 | 13,5 
icem Lésung 5b. . 2,8 7,2 | 8,1 | 13,0 
1eem Filtrat nach 1,3 | 3.8 | 4,3 | 12 

Sorption. . . . . 

teem Wasechwasser . 0,2 en _ 0,2 
1ecm Co-Zymase 5c . 1,25 | 3,9 4,6 | 1,6 





Konstanz getrocknet) war 18,9 mg in 5 ccm. Indessen be- 
rechnen wir aus dem zugesetzten Hydrate das Trockengewicht 
desselben zu 19,0 mg in 5 ccm. Das Gewicht der organischen 
Substanz ist also so klein, daB sie sich nicht auf diese Weise 
ermitteln laBt. Der Aschengehalt war 14,0 mg in 5 ccm (be- 
rechnet 14,5 mg Al,O,). Beim Gliihen wurde auch keine Ver- 
kohlung beobachtet. 

10 com der Suspension wurden nach Kjeldahl verbrannt. 
Hine Schwarzfarbung konnte kaum wahrgenommen werden. 
Danach wurde Phosphor als Molybdat gefallt, und der Nieder- 
schlag auf der Mikrowage gewogen = 0,004170 g, d. h. in 
10 com 0,0606 mg P oder in 1 com 0,00606 mg P. 


7 ' Aktivitit a 
Der Quotient mg P = 0,00606 = 553. 

Der Phosphorgehalt pro Aktivitatseinheit ist bei diesem 

Praparat nur etwa 20°/, des beim Priaparate 3b gefundenen. 

Vb die Phosphormenge pro Gramm organischer Substanz auch 


vermindert ist, kénnen wir nicht entscheiden. 


4. Fallung mit Baryt. 


Aus dem Kochsafte 4 wurde durch einfache Bleiacetat- 
fillung die Co-Zymaselésung 4a gewonnen. Davon wurden 
30 com mit Baryt bis p,, = 10,5 versetzt. Kine geringe Fal- 
lung wurde abfiltriert, und mit H,SO, ausgelaugt = Lisung 4c. 
Sowohl diese Lésung als auch das Filtrat wurde auf Co-Zymase 
gepriift. 
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Tabelle 6. 
Zeit in Minuten 
Bh so | 60 | 9 | 120 | 1%, 
Ohne Co-Zymase . 0,1 — 0,1 —_ 0,1 
1 cem Lésung 4 . 3,4 71 9,7 11,9 13,5 
leem , 4a. 1,7 4,2 6,6 8,5 97 
1cem Filtrat . . 0,8 2,5 3,8 5,5 6.5 
1cem Lésung 4b. 0,2 0,5 0,7 1,0 1.2 














Wir sehen, daB nur ein unbedeutender Teil durch Ba ge. 
fallt ist. Man hitte erwarten kénnen, daB ein unlésliches Ba. 
Salz in Analogie mit dem Pb-Salz gebildet worden wiire. 


5. Die Thermostabilitat der Co-Zymase. 


Zur Entdeckung der Co-Zymase wurden Harden und 
Young durch zwei Eigenschaften derselben gefiihrt. Hiner. 
seits fanden sie, daB die Co-Zymase dialysierbar ist und 
dadurch von der ,,Zymase“ getrennt werden kann. Anderseits 
beobachteten sie, daB in einem durch Erhitzen auf 100° in. 
aktivierten PreBsaft noch die Co-Zymase wirksam war. jk 
eine allgemeine Kigenschaft von ,,Co-Enzymen“ wird wohl auch 
die Kochbestindigkeit angegeben. Indessen ist spiiter gezeist 
worden, daB die Hitzeinaktivierung der Co-Zymase schon bei 
etwa 80° bemerkbar ist, und da die Zerstérung bei 100° 
schnell verliuft, daB die Co-Zymase nach einer Stunde beinale 
volistindig zerstért ist. 

Tholin?) hat aus diesem Laboratorium einige Versuche 
iiber die Stabilitét der Co-Zymase bei verschiedenen Tempe- 
raturen und bei bestimmter Aciditat mitgeteilt. Er findet, 
daB die Stabilitit der Co-Zymase in schwach saurer Lésung 
am gréBten ist. Schon beim Neutralpunkt ist die Stabilitit 
bedeutend kleiner. In saurer Liésung tritt wihrend 1 Stunde 
bei Temperaturen unter 80° kaum eine Zerstérung ein. Durch 
einen besonderen Versuch zeigt Tholin, daB die Hitzeinakti- 
vierung nach der monomolekularen Reaktionsformel verliutt 


1) Diese Zs. Bd. 115, S. 235 (1921). 
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Mit unseren wesentlich reineren Co-Zymasepriparaten 
haben wir nun diese Versuche wiederholt und erweitert. Im 
roraus kénnen wir mitteilen, da& unsere Resultate vorziiglich 
mit denen von Tholin tbereinstimmen. 

a) Verlauf der Inaktivierung. 

Kine gréBere Menge Co-Zymaselésung 8b wurde bei 
», = 5,5 im Thermostaten bei 85,0° gehalten, nach ver- 
schiedenén Zeiten wurde je 1 com genommen, und die Ak- 
tivitiit wie gewOhnlich gepriift. In der Tab. 7 sind die Kohlen- 
siuremengen angegeben. 


Tabelle 7. 











cem CQO, nach ver- 
schiedenen Zeiten ccin CO, k. 
nna 
30 | 60 | 90 | 340 
Nicht erhitzt . . . .]| 91 | 4,2 | 6,9 ! 15,5 6,8 
° ° | 
30 Min. erhitzt . . .]| 0,2 3,8 6,3 | 14,8 6,2 ~_ 
60, is . . «| 08 | 35 | 54 | 18,5 4,6 0,26 
120 ,, me ae ae ee 2,6 0,25 
180, . aoe 1,5 1,8 2,9 1,3 0,27 
Ohne Co-Zymase . . .{ 0,0 | 00 | 0,0 0,5 0,0 — 

















Der Koeffizient 4, ist aus der Formel berechnet: 


bo Ay 
k, = 7 los 


wot die Zeit der Erhitzung bedeutet (Stunden) und 4 die 
| Aktivitit nach der als Index angegebenen Erhitzungszeit ¢. In 


Tabelle 8. 
1. Temperatur 70°. 





Pr wihrend ee eee nae ' 
der Erhitzung | 39 | 60 | 90 | 120 180/ 210 | 450 |Geschw. 








| 


7,20 03 | 12 19 | 27 | 40 | 45 | 7,2 | 100 











8,00 03 | 11 | 16 | 238 | 34 | 3,9 | 60 85 
9,01 03 | 0,7 | 1,1 | 1,8 | 18 | 2,0 | 2,8 43 
nicht erhitzt 04 | 1,38 | 1,9 | 2,7 | 4,1 | 45 | 1,3 100 
8,6 - 1/49 | oF 1 41 ef — Te 50 
10,0 — | 02 | 04/05 }06)] — | — 10 
nicht erhitzt — | 25 | 3,8 | 4,8 | 6,5 — — 100 














es 
oe 
F 
3 ie 
4 
ra 
i 
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der obigen Tab. 7 sind die Konstanten von der Zeit ¢ = 30 \j;, 
nuten gerechnet, um etwaige Ungenauigkeiten wegen der lang. 
samen Erwirmung der Loésung wihrend der ersten Minute 
zu eliminieren. 

Tholin fand fir dieselbe Temperatur bei p,, =f 
k,= 0,17 und bei p, = 6,3 &, = 0,30. 

b) Die Inaktivierung bei verschiedenen Temperaturen unj 
Acidititen. Erhitzungszeit 1 Stunde. (Tabb. 8—11.,) 


Tabelle 9. 
2. Temperatur 80°. 




































































Py Wihrend ecm CO, nach Minuten ares | Rel. 
der Erhitzung 30 | 60 | 90 | 120 | 180 |Gesebw, 
a eee Z as _—e ——— 
7,43 0,5 1,2 2,0 oe 8,2 39 
6,98 0.7 | 1,5 2,5 i 4,0 50 
6,09 1,2 2,8 4,4 — 7,2 90 
5,14 1,3 3,3 5,1 ee 8,6 100 
nicht erhitzt 21 | 4,5 6,2 — 8,5 100 
7,9 _ 1,0 1,6 1,9 2.2 34 
nicht erhitzt —_ 2,5 3,8 4,8 6,5 100 
£06 as“ “~\ 
‘ \ 
\ \ 
90 \ 1 
\ \ 
—— \ 
80 , a ase "3 ~, \ . 
Pd y \ o 
70 i \ ’ \ 
Pare { \|—«4gae \ 
BS i \ \ \ 
Sit \ 
ad ee | “tT 
j \ 
PP ie. , | \ 
= --92 1-1 ‘ ; \ 
rai w bs \ : 
x04 ek eae ian: 
{ \ \ \ 
a \ 
a! \ \ \ Li 
20 T ve \ { \ 
4 \ \ \ \ 
70 i e \ = ‘\ e aN ‘ 
aa MN i ‘. 
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Mi. Tabelle 10. 
ng. 3. Temperatur 85°. 
0M iy wihrend | ___cem CO, mach Minuten | Reel. 
der Erhitzung 30 | 60 | 90 | 120 | 150 | 180 Geschw. 
6 es eee aes ee 
_ 5,0 0,8 | 3,5 | 5,4 —- | — — 79 
wal nicht erhitzt ) | 4,2 6,9 ~- -— cen 100 
Q ee a 
44 05 | 32 | 50 | 60] 66 | — 79 
1,5 04 | 0,6 | 0,7 0,8 | 0,9 — 7 
nicht erhitzt 06 | 4,2 6,6 7,7 | 8,3 — 100 
: mo i i wi 
al 0,90 05) 10) 145 | 19) — | — 20 
— 1,42 12 | 28 | 50 | 70 | — o 69 
AW, 5,68 13 | 29 | 51 | 72] — — V1 
= 6,56 0,6 12}; 20 |; 29} — — 27 
| 6,86 0,1 o2 | o4/] aT| — — |etwa 10 
) 6,73 0,2 04 | 06 | OF | — — » 10 
& 7,48 0,1 02 | 02 | o8 | — _ — 
, nicht erhitzt 19 | 40 | 74 | 100 | — — 100 
| 2,72 05 | 3,2 | 5,0 6,0 | — | 70 80 
nicht erhitzt 2,1 4,5 6,2 72 | — | 85 100 
Tabelle 11. 
4. Temperatur 90°. 
py Wahrend = eem CO, nach Minuten ss |_séRel. 
der Erhitzung 30 | 60 | 99 | 120 | 189 |Geschw. 
1,68 08 | 14 |} 20 | 25 3,1 32 
2,72 05 | 1,5 os 1 & 3,8 35 
4,90 0,7 | 1,5 2,0 | 2,5 3,1 33 
5,87 0,2 | 0,4 05 | 0,6 0,7 |etwa 8 
6,81 02 | 0,3 03 | 0,3 0,4 er 
nicht erhitzt 21 | 4,5 62 | 1,2 8,5 100 
1,00 0,2 | 0,4 O7 | — 1,0 12 
5,25 os | if 2,2 — 3,7 35 
6,22 02 | O08 | 0,4 — | 0,6 fetwa 5 
nicht erhitzt 21 | 44 | 6,1 — | oe 100 








In der Figur sind die Versuchsergebnisse veranschaulicht. 
Die relative Aktivitit der Co-Zymase nach 1 stiindiger Er- 
hitzung ist als Funktion der Aciditét angegeben. 


4 
} 
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In der Figur sind einige Punkte (xz) den Tholinsche, 
Versuchen entnommen, um die gute Ubereinstimmung mit 
unseren Versuchen zu zeigen. Mit der Vorstellung von de 
Esternatur der Co-Zymase fand schon Tholin seine Versuche 
iiber die Thermostabilitét wohl vereinbar; und auch unsere 
Kurven sind damit nicht im Widerspruch. 

Nach den Untersuchungen von Kuler und Laurin!) und 
von K. G. Karlsson?) besitzen die Carbonsiureester Stabilitiits. 
maxima in schwach saurer Lésung. Die Stabilitiitsmaxima der 
Ester sind gewoéhnlich ziemlich scharf. Dagegen ist, wie die 
Figur zeigt, das Stabilititsmaximum der Co-Zymase aus. 
gesprochen flach. Dies deutet darauf hin, daB es sich bei der 
Inaktivierung der Co-Zymase nicht um eine einzige Reaktion 
handelt. Man kénnte an die stufenweise Spaltung der Ester 
einer mehrbasischen Saiure denken, welche durch 2 Reak- 
tionskonstanten bestimmt wird; oder man kann allgemeiner 
annehmen, da bei der Inaktivierung neben der Hydrolyse 
noch eine andere, in dem fiir die hydrolysierbare Gruppe 
stabilen Gebiete relativ schnell verlaufende Reaktion eintritt. 


ee 


*) Euler u. Laurin, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7, Nr. 30 
(1920). 
?) K. G. Karlsson, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 119, S. €9 (1921). 








Versuche zur enzymatischen Spaltung der Saccharase. I. 
Von 
H. v. Euler und K. Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1924.) 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber die che- 
mischen und physikalischen Eigenschaften unserer hochaktiven 
Saccharasepriparate haben uns zu der Auffassung gefiihrt, daB 
die gefundenen Higenschaften des Saccharasekomplexes am 
meisten an diejenigen der nativen KiweiBkérper erinnern. Trotz 
der allerdings zahlreichen Unterschiede zwischen den EKigen- 
schaften der gereinigten konzentrierten Saccharaselésungen und 


'den Lésungen der untersuchten HiweiBstoffe, besonders hin- 


sichtlich der als ,,charakteristisch“ angesehenen EKiweiBreak- 


'tionen (Fallungsreaktionen und Farbreaktionen), finden wir, 
' daB die umfassende Gruppe der Proteinstoffe die einzige uns 


bekannte Gruppe organischer Verbindungen ist, an welche 
sich der groBe Saccharasekomplex, wie er sich nach dem gegen- 
wirtigen Stand der Forschung darstellt, anschlieBen 14Bt. 

Die analytisch-chemischen Versuchsergebnisse, welche die 
wichtigste Grundlage dieser Auffassung bildet, haben wir an 
anderer Stelle mitgeteilt.!) Uber einige physikalisch-chemische 
Kigenschaften beziiglich der amphoteren und kolloidalen Kigen- 
schaften der reinsten Saccharasepriparate, welche EKigenschaften 
eine wichtige Stiitze der erwihnten Auffassung liefern, haben 
wir neuerdings in dieser Zeitschrift berichtet.’) 


1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 446, 453, 1097 (1923); Bd. 57, S. 299 u. 859 
(1924), 
*) Diese Zs. Bd. 133, S. 279 (1924). 
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Wir wollen jetzt versuchen, das Problem der Natur dey 


TR i <5 Figen 


— 





dur 


Saccharase von einer anderen Seite anzugreifen. Es handelt p En: 


sich dabei um einige Versuche iiber die Spaltbarkeit de; | 
pane 
Schon frither wurde die Kinwirkung hefefremder Enzyme } 


Saccharase durch hefefremde Enzyme. 


auf einige allerdings nicht sehr weit gereinigte Saccharage. 
priparate studiert. Euler und Myrbiaick?) untersuchte 


nimlich, inwieweit einige Verunreinigungen der Saccharage. } 


lésungen durch die Einwirkung solcher Enzyme gespalten und 


dann durch Dialyse entfernt werden konnten. Wenn auch } 
in praparativer Hinsicht diese Versuche nichts Wesentliches | 
lieferten — eine gewisse Steigerung des Reinheitsgrades lies | 


sich zwar erreichen — zeigten diese Versuche, daB die Saccha- 
rase gegen den Enzymen von Bacillus macerans, Aspergillus 
Oryzae und dem Verdauungstraktus von Helix Pomatia zien. 
lich resistent war. 

DaB die proteolytischen Enzyme der Hefe selbst, welche 
bei der Autolyse ins Autolysat tibergehen, die Saccharase nicht 
angreifen, ist ja a priori sehr wahrscheinlich. Die Saccharase 
laBt sich auch monate- ja sogar jahrelang im Autolysesaft (mit 
antiseptischen Mitteln steril gehalten) ungeschwicht aufbewabhren, 
wahrend dabei die gewéhnlichen KiweiBstoffe der Hefe, welche 
bei der Autolyse im Autolysat in Lésung gehen, auch in der 
Fortsetzung bei der ,,Alterung“ gespalten werden. Willstitter 
und Racke teilten in ihrer zweiten Abhandlung ,,Zur Kenntnis 
des Invertins“*) einige Versuche mit iiber die Kinwirkung von 
Pepsin und Trypsin auf die Freilegung des Invertins aus den 
Hefezellen unter der Kinwirkung dieser proteolytischen Enzyme. 
Diese Versuche, die ja einen ganz anderen Zweck als unsere 
Versuche iiber die Spaltbarkeit der Saccharase _hatten, 
sprechen fiir die Resistenz der Saccharase auch gegen diese 
hefefremden Enzyme. Allerdings kénnen wir keine bestimmten 
SchluBfolgerungen aus diesen Versuchen ziehen, denn in der 
Hefezelle sowie im unreinen Autolysat konnte die Saccharase 





1) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Chem. Bd. 8, Nr. 17 (1922). 
*) Liebigs Ann. d. Chem. Bd, 427, S. 111 und zwar 128 (1922). 
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er 


der | -™ Begleitstoffe vor der EKinwirkung der _betreffenden 
lelt | } Enzyme vollkommen geschiitzt gewesen sein. 

der I Unsere Versuche, welche hier mitgeteilt werden, wurden 
rangestellt mit einer Saccharaselésung vom inneadialnen If- 
Wert 225, welcher unser ganzes Reinigungsverfahren durch- 


me é' 

ge. Plaufen hatte. Bei der Kindunstung der urspriinglichen dialy- 
ten Pesierten Lisung bis zu einer Konzentration von 1,38°/, und 
se. (der nachherigen dreiwéchentlichen Aufbewahrung mit Zusatz 


nq favou Thymol sank die Aktivitét im ganzen bis If = 180. 

ch | Wegen der wahrscheinlich proteinihnlichen Natur unserer 
PSaccharase haben wir es als besonders wichtig angesehen 
og py) nachzupriifen, wie sich eine solche hochaktive Saccharase gegen 
‘die typisch KiweiB spaltenden Enzyme Pepsin und Trypsin ver- 


a f ie 

iy p bilt. Wir teilen jetzt die Versuche mit Pepsin mit. 

. Zur Methodik der Verfolgung der Eiweifspaltung 

ot durch Pepsin. 

te Wegen der nur geringen Menge der hochaktiven Saccha- 


rase, welche zu dieser Untersuchung zur Verwendung kommen 
+ [— durfte, war es nicht méglich, den Verlauf der eventuell ein- 
‘tretenden Spaltung des Enzyms durch die gewdhnlichen 
'Methoden, namlich Bestimmung der Zunahme der Zahl der 
{reien Aminogruppen, sei es durch die Formoltitrationsmethode 
. P nach Sérensen oder die gasvolumetrische Methode unter Ver- 
' wendung von salpetriger Siure die von van Slyke auch als 
Mikromethode ausgearbeitet worden ist, zu verfolgen. Wir 
_ — muB8ten deshalb zu einer physikalischen Methode greifen, wobei 
mit einer und derselben Probe mehrere Bestimmungen zu ver- 
schiedenen Zeiten ausgefiihrt werden konnten. Von den hier 
in Betracht kommenden Methoden — Bestimmung der elek- 
_ trischen Leitfihigkeit, Bestimmung der Refraktion, Viscositiits- 
4 messung — schien uns die letztere im vorliegenden Falle am 
 geeignetsten zu sein, um so mehr, als wir schon vorher mit 
: gutem Erfolg die Viscosititsmessung mit solcher hochaktiven 
_ Saccharaselésung gepriift hatten. 

: Gegen die Verwendung dieser Methode zur Verfolgung des 
2 enzymatischen Abbaues von EiweiBstoffen, nimlich Bestimmung 


SALE STS, NDA ee ed eee gee eRe RRR Ta 
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der Anderung der inneren Reibung der Versuchslisung unto 
der EKinwirkung des proteolytischen Enzyms, welche schop 
iriher von Spriggs’) benutzt worden ist, sprechen allerding; 
einige nicht unwesentliche Bedenken. Man kann nimlich nog) 
nichts Bestimmtes aussagen, wie die innere Reibung eine 
HiweiBlésung sich andert, wenn das EiweiB zum Teil in ander 
Molekiile gespalten wird. Es ist ja nur bekannt, daB bei de 
Sprengung der Polypeptidketten oder Aufspaltung der Diketo. 
piperazinringe die Viscositit der Liésung vermindert wird. |) 
welcher Weise sich diese Viscosititsinderung bei Erhihung 
der bestimmten Zahl der freien Aminogruppen vollzieht, wire 
wiinschenswert in einem besonderen Falle unter Anwendung 
einer genau charakterisierten KiweiBlésung festzustellen. Kine 
solche Untersuchung ist notwendig, wenn man die Methode 
der Viscositétsinderung zu einer quantitativen Bestimmung: 
methode der Pepsinwirkung verwenden will. Fiir unsere jetzt 
vorliegende Aufgabe aber war sie von weniger Bedeutung, da 
wir nur beabsichtigten qualitativ festzustellen, inwieweit die 
Saccharase sich in dieser Weise spalten lieB. Die Methode 
der Viscositaitsmessung war somit fiir unseren Zweck brauchbu. 

Zum Vergleich haben wir die Spaltung der Gelatine i 
derselben Weise verfolgt. Zu den Versuchen wurde ein Pepsin- 
praparat (1: 10000) von der Firma E. Merck angewandt. Die 
Pepsinlésungen wurden hergestellt durch Lésen bestimmie 
Mengen des Enzympriparates in verdiinnter Salzsiure von ver- 
schiedener Siurekonzentration (0,1 n., 0,05 n., 0,03 n.). Die 
Aciditiiten der Mischungen von Siure und Substrat oder Pepsin- 
lésung und Substrat wurden elektrometrisch bestimmt. 

Bei samtlichen Versuchen wurde ein Auslaufviscosimete! 
verwendet, welches ein Fliissigkeitsvolumen yon 1 ccm aul 
nahm. Die verschiedenen Versuchslisungen wurden ins Vis 
cosimeter mit einer Pipette eingefiihrt. Das Viscosimete! 
war in einen eiektrisch erhitzten Thermostaten von der Tem- 
peratur 30,00° + 0,05° eingesenkt. Der Thermostat war au 


1) Proce. of the physiol. Soc., Febr. 8 (1922); Diese Zs. Bd. 35, 
S. 465 (1902). — Vgl. auch Northrop u. Hussey, Journ. of Gen 
Physiology Bd. 5, S. 353 (1928). 
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| pwei entgegengesetzten Seiten mit Glaswiinden versehen, und 


somit durchsichtig, so daB das Viscosimeter beobachtet und 


‘die Auslaufzeiten bestimmt werden konnten. Das Viscosi- 


meter wurde zuerst bei der Versuchstemperatur mit destilliertem 


| Wasser geeicht. Es wurden bei fiinf Bestimmungen die folgen- 


den Auslaufzeiten gefunden: 
66,1 66,0 66,1 66,0 66,0 Sek. 


Im folgenden werden nur die bestimmten Auslauizeiten 


| bei den verschiedenen Versuchen angegeben. Durch Division 
' mit 66,0 werden also die relativen Werte der einzelnen Viscosi- 
' titen erhalten, wenn die Viscositét des Wassers gleich 1 ge- 
setzt wird. 


Die Konzentration des Substrats betrug, wenn nichts 


anderes angegeben wird, 1°/,. In der untenstehenden Tabelle 
‘sind einige Viscosititsmessungen mit der 1°/,igen Gelatine- 
| losung bei verschiedener Aciditat mitgeteilt: 
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ee 
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Pu Auslaufzeit in Sekunden Mittel 
1,83 120,9 121,0 | 120,5 120,5 120,6 120,7 
2,25 121,3 121,2 121,0 121,0 120,8 121,1 
2,90 124,6 124,2 | 124,0 123,6 123,4 124,0 
4,01 97,0 | 96,6 | 96,5 96,4 96,9 96,7 








Die stark verminderte Viscositit bei der letzten Aciditat 
ist bedingt durch die Anniherung an den isoelektrischen Punkt 
der Gelatine, wo ja die Viscositiit ein Minimum durchliuft. 

Der folgende Versuch wurde ausgefiihrt mit einer Reak- 
tionsmischung von folgender Zusammensetzung: 2 ccm 1,5°/, iger 
Gelatinelésung +- 1 cem von einer Pepsinlésung (0,1 g Pepsin 
pro 50 ccm) enthaltend 0,1 n. Salzsiure. Die Aciditiét der 


| Reaktionsmischung betrug p,, = 1,8—1,9. Die erste Spalte 


a der Tabelle enthilt die Zeiten beim Beginn jeder Viscositiits- 


a iessung, ausgedriickt in Minuten nach Mischen der Gelatine- 
' und Pepsinlésungen. Diese letzteren waren schon vor der 
' Mischung auf die Versuchstemperatur vorgewirmt. Die zweite 


' Spalte driickt die Auslaufzeiten in Sekunden aus. Die dritte 
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Spalte enthalt die relativen Werte der Viscositét, wenn zy 
Zeit 0 die Viscositit gleich 100 gesetzt wird. 











Relative 


Min Auslaufzeit 
Sek. Viscositit 

0 (120,7) 100 
2 111,0 92 
5 104,5 87 
10 99,7 83 
20 91,9 76 
83 82,3 68 
210 79,6 66 
240 79,0 65 
300 78,6 65 








Diese Zahlen zeigen, daB die innere Reibung der Gelatine- 


lésung unter der Kinwirkung der Pepsin-Salzsaure zuerst ‘iuBerst 
rasch abnimmt, um nach einiger Zeit nahezu konstant zw 
werden. Von mehreren ausgefiihrten Versuchsreihen teilen 
wir noch die beiden folgenden mit, da sie sich auf Aciditiiten 
beziehen, welche bei dem folgenden Versuche mit Saccharase 
angewandt wurden. 

a) p,, der Mischung = 3,1; 2 ccm 1,5°/iger Gelatine- 
lésung + 1 ccm Pepsinlésung (0,05 g in 100 ccm 0,03 n. HC), 

b) p,, der Mischung = 3,6; 2 ccem 1,5°/,iger Gelatine- 
lésung + 0,75 ccm Pepsinlésung (0,05 g in 100 ccm 0,03 n. HC’) 
Substratkonzentration somit 1,1 °/,. 

















Versuch a. Versuch b. 
; Auslaufzeit . Auslaufzeit 
_ Sek. an. Sek. 
3 115,4 4 113,0 
é 111,1 10 106,2 
10 108,0 20 99,9 
20 102,2 35 95,2 
30 98,8 110 86,8 
60 92,6 
120 86,0 
240 81,3 
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“ur B= Wie aus den Versuchszahlen hervorgeht, verlief auch bei 
‘djesen Versuchen trotz der kleineren Pepsinmenge und auch 


“\leineren Séuremenge die Spaltung der Gelatine sehr rasck. 


a 


ps aaa 


Versuche iiber die Einwirkung von Pepsin auf hochaktive 
Saccharase. 


Die Versuche mit Saccharase wurden in derselben Weise 
‘wie mit Gelatine ausgefiihrt. AuBerdem wurde aber auch die 
F eventuelle Anderung der Aktivitit bei der Einwirkung des 
‘Pepsins untersucht. Nach der Mischung der konzentrierten 
"Saccharaselésung mit der Pepsinsalzsiiure wurde also mit der 
F iccm-Pipette das Viscosimeter gefiillt, und auch der zuriick- 
3 bleibende Teil der Reaktionsmischung wurde in dem Thermo- 


j staten aufbewahrt und zu verschiedenen Zeiten wurden Proben 

" pvon 0,15 ccm der Mischung entnommen und auf Aktivitit 

” B gepriift. 

> + Zwei_verschiedene Versuchsreihen iiber die Viscositit 

se ‘ wurden ausgefiithrt. Die Aciditét betrug in beiden Fallen 
), =3,2. Bei dieser Aciditit ist die Selbstzerstérung der 

e. JB Saccharase nur unbedeutend und diirfte fiir die Viscositits- 


), |B messungen tiberhaupt nicht in Betracht kommen. 

e & #§ Zusammensetzung der Reaktionsmischungen: 2 ccm Saccha- 
l, 7 raselisung (1,38 ° ig), 0,75 ccm Pepsinlésung (0,05 g Pepsin 
Fin 100 com 0,03 n. HCl). 














. & Versuch 1. Versuch 2. 

F Avindoadaait ; Auslaedaeit 
‘: Min. s Stunden ms 

a Sek. Sek. 
7 3 101,6 0,16 100,0 
. 30 101,7 0,5 99,8 
E 60 100,0 2,0 98,0 
a 90 100,8 4.0 98,0 
7 150 100.2 18,0 97,1 
180 100,5 23,0 97,8 
a 37,0 96,6 





~ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIIL. “ 
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Ks ist unmittelbar aus diesen Zahlen ersichtlich, daf jj 
Wirkung des Pepsins auf die hochaktive Saccharase im Voy. 
gleich mit der Spaltungsgeschwindigkeit der Gelatine ‘infers 
schwach ist. In der ersten Versuchsreihe ist tiberhaupt kein; 
die Versuchsfehler itibersteigende Verminderung der innera 
Reibung der Saccharaselésung zu bemerken. Es wurde deshal 
beim zweiten Versuch die Untersuchung iiber einen viel lingere, 
Zeitraum fortgesetzt. Hier ist zwar eine gewisse V erminderung 
der Viscositit zu bemerken, aber die Anderung dieser physi. 
kalischen Eigenschaft ncinusinin nur sehr langsam fort. 


Die Untersuchung der Aktivititsinderung wurde unter 
Anwendung der gewoéhnlichen Reaktionsmischungen ausgefiiht 
Die Zusammensetzung der letzteren war also: 


4,8 g Rohrzucker, 

10 ecm 4°/,iger KH,PO,-Liésung, 
49,8 ecm dest. Wasser, 

0,15 cem Saccharase-Pepsinmischung. 











Zeit nach Mischung Ie 108 
der Pepsin- und Min. Drehung i; + 104 oe 
Mittel 
seinen. dan 
1 Min. 0 2,65 ws 
4 1,20 563 BGs 
D9 0,79 588 mir 
1,5 0,33 604 
20 Min. 0 2,65 one 
4 1,24 544 ai 
5 1,04 518 ae 
8 0,38 546 
55 Min. 0 2,65 _ 
5 1,03 523 557 
8 0,36 554 " 
10 — 0,02 595 
3 Stunden 0 2,65 — 
5 1,04 518 566 
8,5 0,22 580 = 
10 — 0,03 600 
38 Stunden 0 2,65 — 
8,5 0,48 494 504 
11 0,04 515 














on 
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Die Inversionen wurden bei 18° ausgefiihrt. Die Inversion 


be : wurde abgebrochen durch Hintragen der Proben von 10 ccm 
ere in 10 com 5°/,iger Sodalésung, und die Proben wurden dann 
eine : im 10 cm-Rohr polarisiert. 
ty {Die Inversionsversuche sind nebenstehend tabelliert. 
ral fe Gerade wie die Verminderung der Viscositit schritt die 
re q Inaktivierung der Saccharase sehr langsam weiter. In den 
we q ersten Stunden iibersteigen die gefundenen Variationen der 
ill ' Aktivitit kaum die unvermeidlichen Versuchsfehler, welche 
, ‘ besonders wegen der Schwierigkeit, die sehr kleinen benutzten 
te : Lisungsmengen genau zu pipettieren, recht groB sind. Noch 
by tach 38 Stunden ist die Aktivitét nur um rund 14°), ver- 
; mindert. 
Die Geringfiigigkeit der Pepsinwirkung konnte dadurch 
_ yerursacht sein, daB das angewandte Saccharasepraparat einen 
| die Pepsinwirkung sehr stark hemmenden Bestandteil enthielt. 
q Nach dem Abbruch der letzten Versuchsreihe iiber die Vis- 
' cosititsiinderung der Saccharaselésung nach 38 Stunden 
aia q wurde deshalb das Spaltungsvermégen der Pepsin-Saccharase- 
| ‘ mischung mit Gelatine als Substrat untersucht. Es wurde 
' somit die folgende Reaktionsmischung bereitet: 1 cem 1,5 °/,iger 


' Gelatinelésung, 0,2 ccm 0,1 n. Salzsiure, 0,5 com der 38 Stun- 


' den alten Pepsin—Saccharasemischung, und von dieser Lé- 
' sung 1 ccm in den Viscosimeter hineingebracht. Die Vis- 


_ cosititsmessungen bei verschiedenen Zeiten gaben folgendes 








Resultat: 
Zeit in Minuten Auslaufzeit 

nach der Mischung in Sek. 

6 100,2 

15 98,0 

35 96,1 

60 94,0 

100 92,4 

240 89,0 





Das Spaltungsvermégen der Gelatine war also noch kraftig. 
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Wir miissen also die schwache Wirkung auf die Saccharag 
auf den groBen Widerstand der letzteren gegen das proteoly. 
tische Enzym zuriickfihren. . 

Auf die Schlu8folgerungen, welche aus diesen Versuchiey 
beziiglich des Baues des Saccharasekomplexes gezogen werde, 
kénnen, wollen wir in Zusammenhang mit den Versuchen iihe 
die Kinwirkung des Trypsins auf die Saccharase in der folgende) 


Mitteilung zuriickkommen. 











VES 





Uber individuelle Blutuntersuchungen. III. 
Von 
William Kiister. 


Mitteilung aus dem Labor. f. organ. und pharmac. Chemie der Techn. Hochsch. Stuttgart 
nach Versuchen der Herren Dipl.-Ing. R Schwerdtfeger und Dr. M. Schmid.) 


Der Redaktion zugegangen am 5, April 1924.) 


Auf Grund von Versuchen mit dem Blut von 14 bzw. 
iS Jahre alten Pferden und dem eines alten Ochsen war der 


4 | Vorstellung Raum gegeben worden, da8 aus dem Blut alter 


' Tiere auch durch Eisessig ein Himin erhalten wird, das dem 


8-Typus angehort, weil das unter dem HinfluB von Avil ent- 
stehende Produkt — beim 14jahrigen Wallach war es ein 
' Dehydrochlorid)himin C©,,H,,0,N,Fe, beim alten Ochsen ein 


a 
i 
2 


a 
a 
a 


'Gemisch von De(hydrochloridjhimin und Hydroxyhimin 
_ C,,H,,0,N,FeOH — nach dem Lésen in Methylalkohol und 


conan Schwefelsiure und Fallen der siedenden Lésung 
mit Salzsiure nur ein monomethyliertes Himin gab‘) wahrend 
das aus dem Blut junger Rinder erhaltene Hamin unter 
gleichen Bedingungen ein dimethyliertes Himin gegeben hatte.?) 
Diesen letzteren Befund zu kontrollieren tibernahm Herr 


_ Schwerdtfeger, indem er Kalbsblut mit Kisessig auf Hamin 
' verarbeitete, dann mit Anilin das De(hydrochlorid)himin ge- 


wann und das letztere in iiblicher Weise veresterte. Er erhielt 


dabei kein reines, vollstiindig methyliertes Hiimin, wohl aber 
_ konnte er ein Diuithylhimin gewinnen. Daf der Athylalkohol, 


') Diese Zs. Bd. 109, S. 117 (1920); Ber. d. d. pharmac. Ges. Bd. 29, 


». 99 (1919), 


‘) Diese Zs. Bd. 82, S. 155 (1912). 
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der sonst viel schwerer als der Methylalkohol verestert, je, 
die Dialkylierung bewirkte, steht im Zusammenhang mit de, 
eingehaltenen Bedingungen, ist aber trotzdem bemerkerg. 
wert, zumal schon das De(hydrochloridjhimin eine Schywey. 
léslichkeit aufwies, die bisher nicht beobachtet worden way 
Ks ist nicht ganz ausgeschlossen, da® in diesem Priparat le. 
reits ein Gemenge vorlag, von dem sich der eine Teil ers 
unter den eingreifenden Bedingungen, die beim Athylalkoly| 
angewandt wurden, vollstindig verestern lief, der andere Tei 
schon unter den milderen Bedingungen, die fiir gewohnlich 
und auch hier beim Methylalkohol eingehalten wurden. Daj 
unter der Kinwirkung von Anilin ein Gemisch entstehen kanp, 
wurde schon einmal durch Versuche belegt.') Es fragt sich, 
ob sich das Gemisch erst unter der Kinwirkung des Anilins 
aus einem einheitlichen Himin bildet oder ob das Rohhimi 
bereits ein Gemisch vorstellt. Fiir letztere Méglichkeit und 
damit wieder fiir die Méglichkeit des Vorliegens verschiedener 
Haimoglobine in dem betreffenden Blut scheinen nun auch 
Versuche zu sprechen, die Herr Dr. Schmid mit dem Blut 
einer 8jahrigen Fuchsstute anstellte. Hier wurde in sel 
guter Ausbeute ein Kisessig—Himin gewonnen, da8 sich zum 
gréBeren Teil in mit verdiinnter Schwefelsiure angesiiuerteu 
Alkohol aufléste, danach also ein w-Hiimin enthielt.*) Das 


') Diese Zs. Bd. 101, 8. 57 (1917). 

*) Als Pseudohimine sind die in mit verdiinnter Schwefelsiiur 
angesiuertem Alkohol léslichen Himine bezeichnet worden. [Ks gibt 
aber verschiedene Arten desselben, die sich grundsiitzlich in bezug auf 
die Haftfestigkeit des Halogens unterscheiden. Die eine Art spaltet 
Chlorionen bereits beim Auswaschen ab und sie diirften bei der bir 
wirkung von Diazomethan Halogenwasserstoff verlieren, wenigstens wa! 
dies bei einigen Versuchen bereits festzustellen. Sie verhalten sich als 
wie Farbstoffe, die Wasserstoff und Chlor zugleich an der basischeu 
Stelle enthalten. Soleche Pseudohimine entstehen vornehmlich aus dew 
»Himatin“, aber sie kénnen sich auch beim Umscheiden von Eisessig- 
Himin bilden und gehen ev. auch aus Blut direkt hervor. Eine zweite 
Art von Pseudohiimin li8t sich halogenfrei waschen, ohne das gebundent 
Chlor oder Brom zu verlieren, Diazomethan ist ohne Einwirkung in be 
zug auf den Halogengehalt, die Lisung in mit verdiinnter Schwefelsiur 
angesiiuertem Alkohol spaltet Chlorionen sehr langsam ab, Nimmt m3! 
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Fjus diesem Rohhimin hergestellte De(hydrochlorid)hamin stellte 


pun wiederum ein Gemenge dar, insofern wenigstens, als sich 
g0°/, leichter in mit 10°/,iger Schwefelsiure angesduertem 


Methylalkohol auflésten, die iibrigen 20°/, erst bei einer 


9 Behandlung, und nur die letzteren geben ein dimethyliertes, 
iene ein monomethyliertes Himin.') Aus 13 Litern Blut des- 


v 


selben Tieres wurde dann auch nach dem Mérnerschen Ver- 


fahren ein Hiimin gewonnen, es wurde hier allerdings ein 


Bromhimin hergestellt und nach dem Kintragen der Brom- 
wasserstofisiure sofort abgekiihlt. Damit hingt zusammen, daf 


‘sich ein wenig weit methyliertes Rohhimin gebildet hatte?), 
‘doch war die in Chloroform leicht lésliche Fraktion Aa vor- 
thanden. Sie enthielt nur 2,8°/, Methyl und betrug nur etwa 


20°), des in der bemerkenswert guten Ausbeute von 48 g 
erhaltenen Rohhimins. Die Fraktion Ab trat mit 2,4 g zuriick, 


‘in Chloroform unldéslich waren 34,5 g (B) mit 1,06°/, Methyl. 


Zum Entstehen der Fraktion Aa hat nun sicher das Verfahren, 


also die Behandlung des Himoglobins mit konzentrierter 


fir Pseudohamine die Bindung des Halogens am Stickstoff an, so bieten 
‘vielleicht die folgenden Bilder einen dem Verhalten entsprechenden 





Ausdruck: 
| —COO —COOH —COO —COOH 
ae,” hs 
>N—Fe—N<. oder [>NH Fe—N<C 
H H OH 
>NCl N< P>NCI N< 
Pseudohimin vom Haimatintypus 
—COOH —COOH —COO —COOH 
>N—Fe—N< > >N—Fe—N 
an Pg 
>N—Cl N< >N N< 
Pseudohimin N-De(hydrochlorid)himin 


’ Die letztere Art wiirde unter der Einwirkung von Anilin ein N-De(hydro- 
'chlorid)himin geben kénnen, das sich in alkoholischer Lésung unter 
der Einwirkung verdiinnter Schwefelsiiure nur monomethylieren 1aBt. 


1) Auch hier trat, wie bereits diese Zs, Bd. 66, S. 165 (1910) belegt 


wurde, beim Aufbewahren eine Veriinderung dahingehend ein, daB auch 
der schwer lésliche Anteil nicht mehr dimethyliert wurde. 


*) Bemerkenswert ist aber, daB auch hier ein recht hoher Chole- 


/Steringehalt festgestellt wurde. Isoliert wurde 1 g Cholesterin. Vgl. die 
|°. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 136, S. 279 (1924). 
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Schwefelsiure beigetragen, so daB ein Vergleich mit dem kj. 
essig—Hiimin aus demselben Blut nicht angebracht erschejy; 
Es ist aber doch bemerkenswert, daB in der Fraktion 4, 
wiederum ein Pseudohimin angetroffen wurde und daf ei, 
Herausnahme von Brom durch 1°/,ige Natronlauge bei Zimmer. 
temperatur zu 75°/, erfolgte, in welcher Menge ein dimethy. 
liertes Haimin vorhanden war, wie aus einem anderen Versuct 
geschlossen werden darf, bei dem in Acetonlésung die voll. 
stindige Methylierung mittels Diazomethan angestrebt wurde 
bei dem aber lediglich die Abtrennung von etwa 30°), de 
eingesetzten Himins als in Aceton unléslich werdend erfolst: 
und der nur 1°/, CH, enthielt, wihrend der in Lisung ye. 
bliebene Teil sich als dimethyliert erwies.') Die Fraktion 4; 
stellte also im Gegensatz zu derselben Fraktion des in da 
1. Mitteilung’) beschriebenen Rohhimins ein leicht zu trennet. 
des Gemisch vor, auch war nach der Behandlung mit Anili:, 
bei der das gesamte Brom herausgenommen wurde, von den 
entstandenen Produkt so gut wie nichts in Ather lislict, 
Fraktion B erwies sich merkwiirdigerweise als echtes Hiimi, 
d. h. als unléslich in angesiuertem Alkohol. Da im Kisessig- 
Hamin etwa 80°/, Pseudohimin enthalten war, Fraktion } 
aber etwa 70°/, des Gesamthimins vorstellte, das nach Mir 
ners Verfahren entstanden war, hatte auch in dieser Fraktion, 
die ja nur 1°/, Methyl aufwies, also offensichtlich von de 
Wirkung der Schwefelsiure am wenigsten berihrt war, «i 
Pseudohamin erwartet werden kénnen. Es scheint also be 
einem der beiden Verfahren eine Umwandlung eingetreten 1 


1) Dieses dimethylierte Bromhimin léste sich rasch und vollstiind 
in angesiuertem Methylalkohol auf. Da der in Aceton unlésliche Tei 
dureh Diazomethan nicht weiter methyliert worden war, ist er dew 
a-Typus zuzurechnen. Dieser wire also in dem Blut vorgebildet ge 
wesen. Das Kisessig—Hiimin reprisentiert also auch den a-Typus, wi 
zunichst fiir die 20°/, echtes Himin, die daraus erhalten wurden, seb 
gut iibereinstimmt, denn sie lieBen sich dimethylieren. Es trifft abe 
auch fiir die iibrigen 80°/, zu, denn die Pseudoform eines «-Himins witl 
ein N-De(hydrochlorid)himin liefern, das sich nur monomethylieren lift 
Vgl. die Bilder auf vor. S. zu Anm. 2. 

*) Diese Zs. Bd, 133, S. 153 (1924). 
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‘sein, Durch eine Behandlung mit Anilin gab Fraktion B ein 


4 Defhydrobromid)hamin, das sich nach Auflésen in Methyl- 
© alkohol und konzentrierte Schwefelsiure dimethylieren lieB (D).") 
‘In diesem Dimethylhiimin lieBen sich die beiden Methyle ge- 
trennt bestimmen und nach der Behandlung mit Anilin resul- 
‘ tierte ein Produkt, das zum Teil in Ather léslich war. Beide 
: Teile lieBen sich wieder in Bromhimine iiberfiithren; nun lag 
| aber in dem aus dem in Ather unlislichen Teil erhaltenen 


Dimethylhimin ein Pseudohimin, aus dem im Ather léslichen 
Teil hergestellten Dimethyl(brom)haimin ein echtes Hiimin vor. 


' Es muB also entweder durch die erste Veresterung oder bei 


der Kinwirkung von Anilin eine Umwandlung eingetreten sein. 
Fir die erste Annahme spricht die Beobachtung, daf das 


3 Priparat (D) zum Teil in mit verdiinnter Schwefelsiure an- 


' gesiuertem Methylalkohol léslich war, also ein Pseudohimin 
| enthielt. So kénnte sich also das in Ather unldsliche Dimethyl- 
' (hydroxy)hiimin von diesem Teil ableiten, das in Ather ldsliche 


eee ee oe 


Dimethyl(hydroxy)himin — denn beiden Stoffen kommt die 
gleiche Zusammensetzung zu — als Derivat des echten Hamins 
aufgefaBt werden. Da Fraktion B urspriinglich echtes Hamin 
enthielt, miBte sich also und zwar wohl beim Erhitzen der 
alkoholisch schwefelsauren Liésung ein Teil in die Pseudoform 
umgelagert haben. Dasselbe Dimethylhimin (D) wurde dann 
noch einer Behandlung mit Diazomethan unterworfen und zwar 
in Acetonsuspension, um zu priifen, ob eine Abspaltung von 
Halogenwasserstoff stattfande. Das war nicht der Fall. Da- 
gegen zeigte sich, daB nunmehr das ganze Priparat in an- 
gesiiuertem Alkohol léslich war. Unter dem Einflu8 von Aceton 
scheint sich also echtes Himin in die Pseudoform sehr gern 


_ und eyentuell vollstiindig umzuwandeln (vgl. Anm. 1, S. 24). 


Einige Versuche sind dann noch mit Menschenblut aus- 


') Das De(hydrobromid)himin war in Ather unlislich, was mit der 


' geringen Methylzah] zusammenhiingen kann. Das hieraus gewonnene 


Dimethylhiimin ist in seinem Verhalten gegen alkoholische Kalilauge, 
_ wobei ein wasserreiches Dimethylhiimatin entstand und gegen Pyridin, 


q unter dessen Einwirkung sich ein Dimethyl(hydroxy)hiimin bildete, bereits 
3 beschrieben worden. Diese Zs. Bd. 121, S. 121 (1922). 
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gefiihrt worden. Es handelte sich um einen Aderlaf, dy 
einem 71jihrigen, an Atherosclerose (Blutdruck 210 my 
leidenden Patienten entnommen wurde, welche Blutprobe ich 
dem Entgegenkommen des Herrn Geh. Sanititsrat Dr. Fause; 
verdanke, anderseits um das Menstrualblut einer 42 jihrige, 
Frau. Die erstere Blutart stand in einer Menge von 250 ccy 
zur Verfiigung, so daf wir einen Teil nach der Hisessigmethode 
den anderen mit Hilfe von Methylalkohol—Schwefelsiure yer. 
arbeiten konnten. Nach ersterer wurde ein in Teichmanp. 
schen Formen krystallisierendes Hiimin erhalten, das sich 
langsam in Natriumbicarbonat léste, in angesiiuertem Methyl. 
alkohol unléslich war, in Benzonitril liste es sich erst beim 
Erwirmen. Das nach Mérners Methode erhaltene Himin 
krystallisierte undeutlich, einige kleine Nidelchen ware 
vorhanden, Soda léste bei Zimmertemperatur kaum, bein 
Erwirmen sofort, in Chloroform war es leicht léslich, trotz 
dem nur eine Monomethylierung erreicht worden war, 0b- 
gleich nach Zusatz der Salzsiiture noch 15 Minuten gekocht 
worden war. 


3,52 mg Substanz gaben 0,9575 mg AgJ = 1,88°/, CHs. 


Das Menstruationsblut konnte nur nach der Mérnerschen 
Methode verarbeitet werden. Auch hier wurde nach Zugabe 
der Salzsiiure 15 Minuten im Sieden erhalten. Das Himin 
wurde jedesmal — es wurde das Blut dreier Perioden ver- 
arbeitet — in prachtig ausgebildeten kleinen Nadeln erhalten 
In Chloroform léste es sich sehr leicht, in angesiuertem Alkoho 
war es unléslich, gegen Soda verhielt es sich auch beim Erhitzeu 
sehr, wenn auch nicht vollkommen bestindig. Der Methy- 
lierungsgrad lag immer iiber 3°/,, Dimethylierung wurde nicht 
erreicht. 


1. 7,57 mg Substanz gaben 4,05 mg AgJ = 3,41°/p. 
2. 5,85 mg a »  8)245mg AgJ = 3,54°/, CH,. 
3. 5,80 mg “ »  2,89mg AgJ = 3,16°/). 


Nach Ansammlung gréBerer Mengen soll versucht werdet, 
ob sich das durch Einwirkung von Anilin entstehende Produkt 
durch Ather trennen laBt. 
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Experimenteller Teil. 


Bi iY 


4 I. Zur Verarbeitung gelangten 4 Liter Kalbsblut mit Hilfe 
F yon Risessig, das sich glatt absetzende Hiimin wurde in einer 
) Ausbeute von 14g gewonnen. Das Blut enthielt demnach 
Pweniger als die ciesesita Menge Blutfarbstoff. Das rohe Himin 

P wurde mit Hilfe von Anilin in das De(hydrochlorid)himin iiber- 

P fihrt, was zu etwa °/,, gelang. Ausbeute aus 8 g Hiamin: 

“i. g. Violettbraunes, amorphes Pulver. 

| 01518 g Substanz (i. V.) gaben 0,3666 g CO,, 0,0677 g H,O und 
P0194 g g Fe,03.- 

0,1460 g Substanz (i. V.) gaben 0,0040 g AgCl und 0,0187 g Fe,0, 

> (Carius). 

F 9 CyHy, O,N,Fe + C,,Hy.0,N,FeCl 

a Ber. 65,95°/, C  5,06°/, H = 9,01"/, Fe —-0,57°/, Cl 

4 Gef. 65,89 _,, 4,99, 8,94, 8,91 ,, 0,67 re 
' Der Farbstoff (1 g) léste sich schwer in angesiuertem Methyl- 
‘alkohol auf, es waren zweimal je 50 ccm, die 10 Tropfen 
£109) ,ige Schwefelsiiure enthielten, ndtig. Die siedende Lésung 
B wurde mit 3 ccm 25°/, iger Salzsiure gefallt. Ausbeute 0,8 g 
F Aus Hisessig en aber ohne deutliche Fhenen 
eG geben, erst durch Behandeln mit Athylmethylketon erschie- 
“nen rosettenartig angeordnete und gekreuzte Spindeln. Das 
"Verhalten gegen Soda — beim Erhitzen begann das Priparat 


| in Lésung zu gehen — sprach bereits gegen das Vorliegen 
| cines Dimethylhimins, was die Analyse bestitigte: 


3,66 mg Substanz gaben 1,94 mg AgJ = 3,39°/, CHs. 
Die Darstellung eines diithylierten Hamins gelang auf 


4 folgendem Wege: 

a 1g des De(hydrochlorid)himins wurden mit 150 ccm ab- 
q solutem Athylalkohol unter Zusatz von 20 Tropfen 10°/, iger 
" Schwefelsiture 3 Stunden lang am Riickflufkihler gekocht bis 
: j der gesamte Farbstoff in Lésung gegangen war. Dann wurden 


deem 25°/, ige Salzsiiure eingetragen und noch 5 Minuten im 


: Sieden erhalten, worauf langsam abgekihlt wurde. Uber Nacht 
t hatten sich 0,88 g eines in sechseckigen Tafeln krystallisieren- 
: den ,Himins“ abgeschieden, das sich in Chloroform und Aceton 
pleient léste, aus Methylithylketon in langen Nadeln krystalli- 





: 
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sierte und gegen heibe Sodalésung bestiindig war. An kal; 
Sodalésung wurde kein Chlor abgegeben.’) 

0,1695 ¢ Substanz (i. V.) gaben 0,3980 g CO,, 0,0843 g HO yj 
0,0196 g Fe,O,. 

4,27 mg Substanz (i. V.) gaben 2,93 mg AgJ. 

CysHyO.N,FeCl Ber. 64,45°/,C 5,69, H  7,89°/, Fe 8,219), Cy 
Gef. 64,06 ,, 5,56 * 8,09 - 8,49 ; 

I]. A. Zur Verarbeitung gelangten 2 Liter Blut eing 
nach Angabe 8jihrigen, kriftigen Fuchsstute mit Hilfe yy 
Eisessig, das sich glatt absetzende Himin wurde in einer Aw. 
beute von 8,5 g gewonnen. Die Umscheidung erfolgte durc 
Lésen in Pyridin—Chloroform (20 Minuten langes Schiittelh! 
und Eintragen der Lisung in Eisessig (150 ccm pro 1 ¢), dey 
Kochsalz und 0,5 ccm 38°/,ige Salzsiure zugesetzt worder 
waren. Ausbeute 1,55 g aus 2 g. 

0,1172 g Substanz (105°) gaben 0,2702 g CO, und 0,0545 g H,v. 

0,0957 g 9 » 09,0206 g AgCl. 

C,,H».0,N,FeCl Ber. 62,63°/, C 4,9°/, H 5,43 °/, Cl 

Gef. 62,89 , 5,20 , 5,32 4 

Das Hiimin krystallisierte in prachtvollen Teichmaunt- 
Formen und léste sich zu etwa 80°), in mit verdiinnte 
Schwefelsiure angesiuertem Alkohol auf. 

Die Hauptmenge des Rohhimins wurde der Behandlung vw 
Anilin unterworfen, wobei eine geringe Menge EiweiB mit uw 
léslich zuriickblieb, etwa 3°/,, Die Analyse ergab, dab « 
gelungen war, das Chlor fast vollstindig zu entfernen, aucl 
daB fast reines De(hydrochloridjhimin, kein Hydroxyhimun 
vorlag. Ausbeute 5,2 g aus 6 g. 

0,1632 g Substanz (105°) gaben 0,8955 g CO,, 0,0734 g H,O wi 
0,0217 g Fe,.Og. 

0,1400 g Substanz gaben 0,0008 g AgCl = 0,13°/, Cl. 

C,,Hs,0,N,Fe Ber. 66,34°/, C 5,04°/, H 9,08°/, Fe 
Gef. 66,11 “ 5,03 - 9,30 9 
Das Priparat war amorph, von grauschwarzer Farbe mi 


) M. Nencki und J. Zaleski erhielten ein Diithylhimin, das 1 
sternformig gruppierten Nadeln, neben wiirfelférmigen Gebilden, krystalli: 
sierte. Diese Zs. Bd. 30, S. 406—408 (1900). 


—— 
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P,otlichem Stich und léste sich in 1- und in 5°/, iger Soda bei 
‘yimmertemperatur klar auf. 

1,5 g¢ desselben wurden mit 75 ccm absolutem Methyl- 
Halkohol und 20 Tropfen 10°/,iger Schwefelsiure geschiittelt 
fund filtriert, wobei 0,3 g setae Ein 2. Versuch ergab 
‘das gleiche Resultat. Das Filtrat wurde am RiickfluBkiihler 
Pwihrend 15 Minuten im Sieden erhalten und dann mit 9 ccm 
839° ,iger Salzséure versetzt. Nach 24 Stunden wurde der 
V1. MF entstandene Niederschlag abgesaugt und gereinigt. Ausbeute 
Lu: so 11g. Das Priparat war in 5°/,iger Soda unléslich, beim 
uel FH Erhitzen langsam lislich. Aus Chloroform und Methylithyl- 
eh) HM keton wurde es in spindelférmigen Krystallen erhalten, in 
iu HF Benzol war es unldslich, aus der Liésung in heifem Risessig 
dea <chieden sich beim Erkalten kuglige Aggregate ab. Nach der 

Analyse lag ein monomethyliertes Himin vor. 


- 
cdlté 


und 


| 00997 g Substanz (105") gaben 0,292 g (CH,),NJ = 2,19°/, CH, 
p (ber. 2,26 °/, CH,). 


Die beim Filtrieren zuriickgebliebenen je 0,3 g wurden 
‘wieder mit je 15 ccm Methylalkohol und 5 Tropfen 10°/, iger 


all )Schwefelsiure geschiittelt, wobei Lisung erfolgte, gefallt wurde 

‘die siedende Lésung mit 2 ccm 38°), iger Salzsiure. Ausbeute 
a Fie 03g. Das hier erhaltene Praparat war gegen Soda auch 
“a ‘beim Erhitzen bestindig, léste sich in Benzol, sehr leicht in 
f ‘Chloroform und kam aus Methylithylketon und heiBem Kis- 
os ' essig in kleinen Nidelchen heraus. Es lag ein dimethyliertes 
7 Himin vor. 


4 0,1460 g Substanz (105°) gaben 0,3401 ¢ CO,, 0,0733 g H,O und 
Em 0171 g Fe,O,. 
oe 0,1625 g Substanz gaben 0,0351 ¢ AgCl. 
: 0,0954 ¢ Substanz (105) gaben 0,0680 ¢ AgJ. 


4 ae FeCl 

B Ber. 63,57°/, C 5,299), H 8,24, Fe 5,22°/, Ce 4,49°/, CH, 
BB éGef 6355 , 562 , 819 , 534 . 456 ,, 
mit 


Der Rest des Priparates von De(hydrochlorid)himin wurde 
“tach 3 Monaten der gleichen Behandlung unterworfen, wobei 
/Sich herausstellte, daB wieder ein Teil in angesauertem Methyl- 
alkohol leichter léslich war, der dann monomethyliert wurde. 








$ 
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Der erst bei einer 2. Behandlung mit angesiuertem Methy]. 
alkohol lésliche Teil wurde dann nicht mehr vollstindig 1. 
thyliert, léste sich auch in 5°/, iger Soda beim Erhitzen lang. 
sam auf. 

4,855 mg Substanz (105°) gaben 11,25 mg CO,, 2,34 mg H,O wi 
0.58 mg Fe,Q,. 

4,945 mg o (105°) ., 1,075 mg Ag(Cl, 

9,565 mg . (105°) ,, 4,665 mg AgJ. 

Gef. 68,22°/, C 5,89°/, H 8,86°, Fe 5,88°/, Cl = 3,12°, CH, 


Il. B. Zur Verarbeitung gelangten 13 Liter desselby 


Blutes wie bei IL A, sie gaben 6,5 Liter Blutkérper und ay 
diesen 3700 g gepreBtes Coagulum. Der Auszug wurde ni 
Methylalkohol (90°/, ig) und Schwefelsiure bereitet, nach de 
Fallung mit 25°/, iger, mit Bromkalium gesittigter Bromwasser. 
stofisiure wurde sofort gekihlt. Ausbeute 50g Rohhimiy, 
das bei der Extraktion mit Petrolither etwa 1 g Cholesteri 
abgab. Zur Trennung wurde 10mal mit je 200 ccm Chlon- 
form bei Zimmertemperatur geschiittelt, wonach 34,5 unlislich 
zuriickblieben (Fraktion B), wihrend der Riickstand der Chloro. 
formlésungen 12 g betrug, von welchen sich beim Wieder. 
aufnehmen in Chloroform 2,5 g nicht wieder lésten (Ab). Di 
in Chloroform leicht lésliche Fraktion Aa wog 9,5 g. Aw 
Chloroform konnten keine deutlichen Krystalle erhalten werde, 
aus Methylathylketon krystallisierten kleine, oft sternférmy 
vereinte Spindeln, gegen 5°/, ige Soda verhielt sich eine Prob 
auch beim Erhitzen im kochenden Wasserbade wihrend 30 M: 
nuten fast bestindig.’) Trotzdem enthielt das Praparat nu 
2,8°,, CH,. Es liegt also ein Gemisch vor und zwar aii 
etwa 70°), dimethyliertem Bromhimin und 30°/, der Fraktion} 
die sich zu je 50°/, aus nicht- und monomethyliertem Him 
bestehend erwies. Damit stimmen die Analysen einigermabe! 
iiberein und das Verhalten gegeniiber angesiuertem Alkohol 


1°/,iger Natronlauge und Diazomethan 1labt denselben 
SchluB zu. 





1) Nach mehrmonatlichem Aufbewabren léste sich das Pripari 
ein wenig leichter in der Soda auf. 








und 


yarat 
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09,1360 g Substanz (105°) gaben 0,2937 g CO,, 0,0601 g H,O und 


z () 0159 g FeO, . 


0,1844 g ‘ (105°) ,,  0,3962 g COQ,, 0,0816 g H,O und 
0.0915 g Fe,Og. 

0.1734 g - (105°), 0,0468 g AgBr. 

0,1591 g oa (105°) ,, 0,0699 g AgJ. 

7CsgHyg0,N.FeBr + 1,5C,;H3,0,N,FeBr + 1,5 C;,H,.0,N,FeBr 
Ber. 59,42°/, C 4,93°/, H 17,78°/, Fe 11,13°/, Br 3,24°/, OH, 
Gef. 58,91 » +8 » F8 - 11,48 » 2,81 i 

58.62 , 4,95 ., 8,15 


In angesiuertem Methylalkohol léste sich eine Probe von 


| Fraktion Aa zum gréBeren Teil auf, beim Schiitteln mit 
4 1° iger Natronlauge ging nur ganz wenig Farbstoff in Lésung, 
7 jagegen wurden reichliche Bromionen abgespalten. Eine ab- 
i gewogene Probe wurde zweimal behandelt: 


1. 0.2347 g, 50 cem NaOH gaben nach 83 stiindigem Schiitteln 


00371 g AgBr = 6,63°/ Br. 


2. 0,2347 g, 50 cem NaOH gaben nach 8 stiindigem Schiitteln 


00145 g AgBr = 2,16°/, Br, 


'wonach also 75°/, des vorhandenen Broms abgelist worden waren. 


4 


0,5 ¢ der Fraktion Aa wurden in 50 ccm Aceton sus- 


'pendiert und das aus 0,6 ccm Nitrosomethylurethan entwickelte 
' Diazomethan eingeleitet, wobei unter Gasentwicklung der gréBte 
’ Teil des Himins in Lésung ging. Es wurde dann noch 2 Stun- 
"den geschiittelt und nach 2 Tagen filtriert. Der ungeliste Teil 
/(0,15 g) enthielt nur 1,12°/, CH,, 


8,09 mg Substanz (105°) gaben 1,415 mg AgJ, 


’ slich also hierin der Fraktion B. Auch wies er noch den 
vollen Halogengehalt auf: 


11,24 mg Substanz (105°) gaben 2,885 g AgBr = 10,8°/, Br. 


Der geliéste Teil wies die Zusammensetzung eines Dimethyl- 


: himins auf, verhielt sich auch gegen Soda beim Erhitzen wie 
' ein solches, krystallisiert und zwar in kleinen Spindeln wurde 
er nur aus Methyliithylketon erhalten, auch léste er sich jetzt 


in anges’uertem Alkohol rasch und vollstandig auf. 


9,790 mg Substanz (105°) gaben 21,49 mg CO, und 4,705 mg H,0. 
9.145 mg e (105°) ., 1,330 mg AgBr. 
14,085 mg ,, (105° ., 8190 mg AgJ. 
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C,,H,,0,N,FeBr Ber. 59,66°/, C 5,00°/, H 11,04°/, Br 4,149) CH, 
Si ee ee | |) a | ae 
Der Kinwirkung von Anilin wurden 3g der Fraktioy 4 
unterworfen. Das mit Essigsiiure wieder gefillte, gereinicn 
und getrocknete Produkt gab bei der Extraktion mit Ath 
nur ganz wenig Farbstoff ab), es war amorph und enthioj 
nur noch 0,14°,) Br. 
9,710 mg (i. V.) Substanz gaben 23,501 mg CO, und 4,627 me i) 


0,1401¢ ,, »  0,0005 g AgBr. 

7 CogHy,0.N, FeOH + 11/.C,,H;,0,N,Fe + 11/,C,,H;,0,N,Fe. 
Ber. 65,69°/, C §,51°/, H 
Gef. 66,03 __,, 5.38 


Die Umwandlung in ein dimethyliertes Brom—Himin 
gelang durch Eintragen der Lisung des Stoffes in Chloroform 
in siedendem Methylalkohol, der etwa 66°/,ige Bromwasser. 
stofisiiure enthielt. Das erhaltene Produkt war bestiindig gege 
heiBe Sodalésung und zeigte aus Methylithylketon spinde- 
formige Krystalle, in angesiiuertem Methylalkohol léste es sich aut. 

0,1522 g (105°) Substanz gaben 0,0915 g AgJ = 3,85°/, CH,. 

Fraktion B wurde von 5°/,iger Soda erst beim Erwirmea 
gelést”), in angesiuertem Alkohol léste sich nichts auf, au 
Methylithylketon wurden kleine Spindeln erhalten. Die Analyse 
wies auf ein Gemisch aus gleichen Teilen monomethylierten 
mit nicht methyliertem Hamin. 

0,1088 g (105°) Substanz gaben 0,2347 g CO,, 0,0471 g H,O wi 

0,0124 g Fe,03. 

0,1075 g¢ (105°) Substanz gaben 0,0285 g AgBr. 

0,1220¢ __,, ms 4  0,0203 ¢ AgJ. 

C,,H,.0,N,FeBr + C,,H,,0,N,FeBr. 

Ber. 58,88°/, C 4,70°/, H 17,97°/, Fe 11,38°/, Br 0,98°/, CH; 
Geof. 5658 , 48 . t8 » 11,28 » Aes 

Unter der Einwirkung von Anilin spaltete das Pripara 
das gesamte Brom als Bromwasserstoff ab und ging in 4a 
entsprechende De(hydrobromid)produkt iiber. Ausbeute au 





') Bei dem in der ersten Mitteilung (Diese Zs. Bd. 133, 5. ! 
(1924) beschriebenen Priparat léste sich '/, in Ather auf. 

*) Nach 10 Monate langem Lagern wurde schon in der Kiilte 1's 
lichkeit festgestellt. 
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B95 ¢ nach der Extraktion mit Ather, der den Farbstoff nicht 


liste, 23 g. 
6,595 mg (i. V.) Substanz gaben 16,165 mg CO,, 8,275 mg H,O und 
0,835 mg Fe,Q,. 


E (,Hy,0,N Fe + Cy;H0,N,Fe Ber. 66,55%/, C 5,18%, H 8,97, Fe 


Gef. 66,87 , 5,56 , 886 , 


' Dab sich dieses Produkt mit Hilfe der Alkoholmethode 
‘in ein anscheinend einheitliches Dimethyl(brom)himin (D) iiber- 
' fihren laBt, das 3,92°/, CH, aufwies, wurde bereits beschrieben.?) 
' Bei der Bestimmung der Methyle fiel auf, daB die Silberlisung 
: sich nach einiger Zeit klarte*), daB dann aber erneut Triibung 
_ auftrat.) Diese Beobachtung wurde zur getrennten Bestimmung 
; der Methyle benutzt. Bei einer Einwage von 16,025 mg (105°) 
‘erfolgte die erste Triibung nach 4 Minuten, nach weiteren 


5 Minuten trat Klirung in der Vorlage ein. Jetzt wurde das 


 Erhitzen unterbrochen, eine neue Vorlage angesetzt und dann 
_weiter erhitzt, worauf erneut Triibung erfolgte. Nach 10 Minuten 
‘war dann auch die 2. Abspaltung beendet. 


Die erste Vorlage enthielt 4,986 mg AgJ = 1,99°/, CH,, 
» Zweite ,, i 4,314mg , = 1,72 ™ 


Die beiden Methyle lassen sich also getrennt bestimmen, 


vas ein neuer Beweis fiir die verschiedene Starke der Carboxyle 
‘angesehen werden kann, wenn das Verhalten nicht etwa darauf 
‘muriickzufiihren ist, daB das eine Methyl mit dem Stickstoff 
verbunden ist. Das erhaltene Dimethyl(brom)himin (D) wurde 
'nun erneut der Kinwirkung von Anilin unterworfen und dabei 
ein weicher, abfarbender Stoff erhalten, der sich etwa zur 
| Hilfte in Ather liste. Von 1,5 g blieben z. B. 0,7 g unléslich, 
'wihrend 0,6 g aus dem Ather wieder herauskamen, vom 
| Dianilinochinonanil gereinigt, das aus dem Anilin unter der 
oxydativen Wirkung des Hiimins entsteht. Beide Fraktionen 
'konnten nicht krystallisiert erhalten werden, beide geben bei 


') Diese Zs. Bd. 121, S. 128 (1922). Die teilweise Loslichkeit in 
| angesiiuertem Alkohol sprach allerdings fiir ein Gemenge. 
*) 10 Minuten nach Beginn des Siedens der Jodwasserstoffsiure. 
*) Nach weiteren 2 Minuten. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIII. 3 
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der Analyse auf ein Dimethyl(hydroxy)himin stimmende Wert. 
Atherléslicher Teil. 
7,760 mg (105°) Substanz gaben 18,685 mg CO,, 4,310 mg H,O ung 
0,899 mg Fe,O,. 
0,1015 g (105°) Substanz gaben 0,2445 g CO,, 0,0536¢ H,O un 
0,0117 g Fe,0,. 
21,40 mg (105°) Substanz gaben 13,54 mg AgJ. 


6,274 mg ,, ms »  Spuren von AgBr. 
C,,H,;.0,N,FeOH Ber. 65,35°9/, C 5,59°9/, H 8,47% Fe 4,5°/, CH, 
Gef. 65,69 , 6,21 , 810 , 404 | 

65,71 , 5,64 , 8,06 ,, 


Atherunloslicher Teil 
0,1103 g (105°) Substanz gaben 0,2646 g CO,, 0,0575 g H,O und 
0,0134 g Fe,O,. 

15,05 mg (105°) Substanz gaben Spuren von AgBr. 

11,625 mg ,, e » 1,88 mg AgJ. 

Gef. 65,44°9/, C 5,839 H 8,50%, Fe  4,06% CH, 

Beide Stoffe lésten sich leicht in Chloroform, Aceton und 
Methylithylketon, auch in angesiuertem Methylalkohol und in 
heiBem Eisessig, beim Erkalten trat keine Abscheidung cin, 
5°/,ige Soda léste auch beim Erhitzen nicht. 

Die Wiedervereinigung mit Bromwasserstoffsiure gelang 
bei beiden in der mit Methylalkohol und verd. Schwefelsiure 
hergestellten Liésung, doch wurden die Dimethyl(brom)himine 
von denen das aus dem itherléslichen Stoff erhaltene sich als 
echtes, das aus dem itherunléslichen Stoft erhaltene als Pseudo- 
himin erwies, nicht in ausgepragten Krystallformen erhalten, 
trotzdem sie beide z. B. den berechneten Bromgehalt zeigter, 
so daB ein Vergleich mit den unter den gleichen Bedingungen 
von Greiner erhaltenen Dimethyl(brom)himinen sich nicht 
durchfiihren lie8. 


3,910 mg (105°) Substanz gaben 1,025 mg AgBr = 11,16°/, 5r, 

ber. 11,04°/, Br. 

7,800 mg (105°) Substanz gaben 2,080 mg AgBr = 11,35°/, Br, 

ber. 11,04°/, Br. 

0,5 g des Dimethyl(brom)himins (D) wurden in 75 ccm 
reinem Aceton gelést und die Lésung mit 0,12 g Diazomethan 
versetzt. Nach 12stiindigem Stehen wurde filtriert, wobei sich 
zeigte, daB alles in Lésung geblieben war, und das Acetou 
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rte, JE abdestilliert. Der amorphe schwarze Riickstand léste sich 
' Jeicht in Kisessig und Chloroform, war gegen heiBe Soda be- 
ind [ standig und krystallisierte unter dem Einflu8 von Methylithyl- 
keton in Spindeln. Die Analyse ergab den gleichen Halogen- 
und Methylgehalt wie vor der Behandlung mit Diazomethan: 
7,560 mg (105°) Substanz gaben 4,480 mg AgJ = 3,79°/, CHs. 
16,74 mg ,, = »  4,265mg AgBr = 10,84°/, Br. 
i Doch léste sich das Praparat jetzt in angesiiuertem Methyl- 
: alkohol leicht auf. Es erscheint nicht ausgeschlossen, daB 
- unter dem KinfluB von Aceton eine vollkommene Umwandlung 
| in eine Pseudoform eingetreten ist. Dies zu entscheiden wird 
' vielleicht nach der Behandlung mit Anilin méglich sein; da 
' aus D ja hierbei zwei durch ihr Verhalten gegen Ather zu 
| unterscheidende Modifikationen entstanden waren, kénnte nach 
' der Behandlung mit Aceton nur eine derselben auftreten. Leider 


ind 


nd J war es nicht moglich diese Frage am vorliegenden Praparat D 
it #% experimentell zu priifen, da dasselbe inzwischen durch andere 
it, J Versuche verbraucht worden war.?) 

: III. Es seien hier noch einige Versuche aufgefiihrt, aus 
ng #™ denen hervorgeht, daB sich ein echtes a-Bromhimin auf dem 
ie HM §=Wege iiber das De(hydrobromid)- bzw. Hydroxyhimin in ein 
ne MH Pseudo(brom)hiimin verwandeln la8t, wahrend der haimatinartige 
ls B® Stoff, der sich aus dem Hydroxyhiimin beim Lésen in Natron- 
lo- MH lange bildet, eine Anlagerung von Bromwasserstoff nicht mehr 
lM vollkommen zuligt. 
cl, Die Lésung von 1g a-(Eisessig)Bromhimin in 20 ccm 
et MH Pyridin wird in die Sfache Menge Wasser eingetragen und 


‘ht die kolloide Lésung durch Ansiuern mit verd. Essigsiure 

 gefilllt. 2) Der abgesaugte, pyridinfrei gewaschene und getrocknete 
Br, : Farbstoff bestand nach der Analyse zu je 50°), aus Hydroxy- 
_ und De(hydrobromid)hiimin, neben etwa 5°/, Hamin. 





r, 

‘ 6,810 mg (105°) Substanz gaben 16,325 mg CO,, 3,350mg H,O und - 
0,875 mg Fe,Q,. oF 

ul sci is 

an } 

ch ') Vgl. Diese Zs. Bd. 121, S. 123 (1922). i 


*) Das Filtrat enthilt fast alles Halogen. Bei Verwendung von 


on j 0.4662 ¢ «-Bromhimin, z. B. gef. 0,1215g AgBr = 10,94°/, Br. ; 
4 3* y 
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13,505 mg (105°) Substanz gaben 32,51 mg CO,, 6,64 mg H,O un, 

1,665 mg Fe,O,. 
14,120 mg (105°) Substanz gaben 0,175 mg AgBr = 0,52°/, Br. 
C,,H,.0,N,FeOH -- C,,H,,0,N,Fe 

Ber. 65,30°/, C 5,12°/, H 8,94°/, Fe 

Gef. 6540 ,, 5,50 , 899 ,, 

65,67 , 5,50 , 862 _,, 

Aceton und 1 ccm 10°/,iger Schwefelsiure gelést und die 
Lésung in der Siedehitze mit 3 ccm 35°/,iger Bromwasser- 
stoffsiure gefallt. Ausbeute 0,6 g. Das Priparat krystallisierte 
in kleinen Nidelchen, namentlich schén unter dem LEinflus 
von Methylaithylketon; in angesiuertem Methylalkohol liste e 
sich leicht und lief sich durch 40°), Bromwasserstoffsiure 
wieder fallen. 

8,390 mg (105°) Substanz gaben 18,075 mg CO,, 3,762 mg H,O uni 

0,931 mg Fe,Q,. 

10,01 mg (105°) Substanz gaben 2,690 mg AgBr. 

CysH,0,N,FeBr Ber. 58,60°/, C 4,59°/, H 8,04°/, Fe 11,45", Br 
Gef. 58,77 » 02 » » 11,44 

Bei dieser Umwandlung, vielleicht schon bei der Ein- 
wirkung der starken Base Pyridin, kénnen aber auch schon 
Verinderungen im Molekiil vor sich gehen, die zur Bildung 
himatinartiger Stoffe fiihren, bei denen dann eine Anlagerung 
von Bromwasserstoff an den Stickstoff erfolgt (vgl. die Anm. ? 
zu §. 22). Wenigstens verlor ein auf die angegebene Art her- 
gestelltes ,,Bromhimin“ unter der Kinwirkung von Diazomethan 
einen Teil des Halogens. 

Auf eine Suspension von 0,3 g ,Bromhamin“ in 40 ccm 
Aceton wurde das aus 0,4 ccm Nitrosomethylurethan entwickelte 
Diazomethan geleitet, worauf 2 Stunden geschiittelt wurde. 
Nach 2 Tagen wurde filtriert, wobei 0,2 g ungelést zuriick- 
blieben. Hier war schwache Methylierung eingetreten und ei 
Teil des Broms entfernt worden: 

3,660 mg (105°) Substanz gaben 0,750 mg AgBr = 8,42°), Br. 

4,320 mg __s,, s » 0,735 mg AgJ = 1,09°/, CH. 


Der in Lésung gegangene Teil (0,1 g) war stark methylier' 
worden und hatte das Halogen fast vollstiindig verloren: 








nd 


ert 
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7,01 mg (105°) Substanz gaben 0,305 mg AgBr = 1,85°/, Br. 

1,610 mg ,, 7 » 0,065 mg AgBr = 1,72°/, Br. 

6,970 mg ,, és » 3,095 mg AgJ = 2,84°/, CHs. 

LaBt man endlich auf das Hydroxyhimin 1°/,ige Natron- 
lauge einwirken, so geht daraus ein schon iuBerlich ver- 
schiedenes Produkt hervor, dessen Umwandlung in ein ,,Hamin‘: 
nicht oder nur teilweise gelingt. 

1 g des durch Kinwirkung von Pyridin erhaltenen Stoffes, 
der im Durchschnitt 65,5°/, C enthielt, wurde in 1°/,iger 
Natronlauge gelést, die Lésung durch Schwefelsiure gefiallt 
und das Verfahren wiederholt. Nach dem Trocknen lag ein 
schwarzblauer, spréder Stoff mit muschligem Bruch vor (Aus- 
heute 0,8 g), bei dessen Analyse Werte ermittelt, wurden, die 
nicht fir ein Himatin, sondern fiir einen wasserirmeren Stoff 
sprechen. Es muB also mit der Méglichkeit gerechnet werden, 
daB auch das 2. Carboxyd mit dem Hydroxyd am Hisen unter 
Austritt von Wasser reagieren kann. Dieses ,,Himatin“ wiirde 
also folgende Anordnung um das Eisen aufweisen: 

>NH  Fe—N< 


i 
—COO O0C— 
13,460 mg (105°) Substanz gaben 32,572 mg CO,, 6,18 mg H,O und 
1,685 mg Fe,Q,. 
10,650 mg (105°) Substanz gaben 25,905 mg CO, und 5,21 mg H,0. 


653mg 4, a , 15,660mg , ,, 3,108mg ,, 

10,845 mg _,, pa » 0,960 mg AgBr. 

C;,H;,,0,N,Fe Ber. 66,30°/, C 5,03°/, H 9,09°/, Fe 
Gef. 66,02 ,, 5,24 ., 8,76 


66,36 _,, 5,47 " 

65,48 , 5,82 ,, 
0,1 g desselben wurden in 7 ccm 80°/,igem Aceton und 
10 Tropfen verd. Schwefelsiure restlos gelést und die Lisung 
siedend mit 0,5 ccm 86°/,iger Bromwasserstofisiure gefillt. 
Die amorphe Fallung zeigte auch unter dem EinfluB von 
Methylathylketon nur einzelne Niadelchen, gab auch beim Aus- 
waschen stindig Bromionen ab. Sie enthielt dann noch 


2,19°), Brom. 





‘ 


Versuche zur enzymatischen Spaltung der Saccharase. II. 
Von 
H. v. Euler und K. Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1924.) 


In der vorigen Mitteilung wurden einige Versuche le. 
schrieben, welche die event. Spaltung des Saccharasekomplexes 
oder eines Teiles desselben mittels Pepsin bezweckten. ks 
hatte sich aber bei diesen Versuchen gezeigt, daB die Saccha- 
rase gegen die Kinwirkung dieses eiweiBspaltenden Enzyns 
sehr widerstandsfahig ist. 

Diese Tatsache kénnte darauf zuriickgefiihrt werden, dab 
die stickstoffhaltige (beziiglich der Bindungsart des Stickstofls 
mit den nativen HiweiBstoffen iibereinstimmende) Saccharase 
in gewisser Hinsicht den schon pepsinverdauten Eiweifstotfen — 
oder auch den Albumosen und Peptonen entspricht und somit 
von Pepsin—Salzsiure nicht weiter gespalten werden kann. Das 
Versagen der gewohnlichen Fallungsreaktionen der ungespalteten 
Hiwei8stofie kénnte ja auch fiir diese Annahme sprechen. 
Wenn die erwaihnte Widerstandsfihigkeit nur hierauf berubt. 
kénnte man erwarten, daB sich das ,,Saccharaseprotein“ durch 
Trypsin spalten 1iBt. 

Im folgenden wird gezeigt, daB die Saccharase auch gegel 
Trypsin sehr resistent ist. Wenn aber Spaltung eintritt geht 
gleichzeitig die Aktivitit der Saccharase verloren. Die hieraus 
zu ziehenden Schluffolgerungen werden unten besprocheu. 
Zuerst teilen wir unsere neuen Versuchsergebnisse mit. 
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\3 Zur Versuchsmethodik. 
Zu den Versuchen wurde ,,Pankreatin pur. Rhenania“ 
| penutzt. Die Pankreatinlésungen wurden durch mehrstiindiges 
Schiitteln des Trockenpriiparates mit Wasser und nachherige 
Filtration bereitet. Die Aktivitit der Lésungen wurde durch 
die Spaltung von Gelatine und Pepton (Witte) gepriift. Hier- 
bei wurde die bei solchen Messungen besonders empfehlens- 
werte Formoltitrationsmethode von 8. P. L. Sérensen!) ver- 
wendet, welche bei solchen vergleichenden Reihenbestimmungen 
einfacher ist als die gasvolumetrische Methode von D. D. van 
Slyke’) und die titrimetrische Methode von R. Willstitter 
a und K.Waldschmidt-Leitz*) und an Zuverlissigkeit in diesem 
a Falle den erwihnten Methoden nicht nachstehen diirfte. 
: ks wurde bei simtlichen Versuchen folgendermaBen vor- 
gegangen: der Reaktionsmischung wurden mit einer Pipette 
10 ccm entnommen und in 10 ccm Formolmischung (auf je 
100 com Formol 1 ccm einer 0,5 °/,igen Phenolphtaleinlésung 
-und dann NaOH bis zu ganz schwachem rosa Farbenton) ein- 
geliihrt. Die Titration wurde dann mit einer 0,2006 normalen 
kohlensiiurefreien Natronlauge bis zu einem gewissen Farben- 
ton des Phenolphthaleins ausgefiithrt. Kine Zuriicktitrierung 
mit Siure braucht im vorliegenden Falle nicht gemacht werden. 
Gleichzeitig wurde auch die event. eintretende Anderung 
der Viscositiit der Reaktionsmischungen gemessen unter An- 
/) wendung desselben Auslaufviscosimeters, das bei unseren 


IT, 


ae 


ut J vorigen Versuchen benutzt wurde. 
us F -_ Die Versuchstemperatur betrug wie vorher 30,00° + 0,05°. 
ten Bei den Versuchen mit Saccharase konnte die event. ein- 
en. — ‘tretende Anderung des Aminostickstoffs aus denselben Griinden 
ht. — wie bei den Versuchen mit Pepsin nicht verfolgt werden, sondern 
ch FF es wurde auch jetzt nur die Viscositit und die Aktivitit be- 
_ziiglich der Rohrzuckerinversion untersucht. 

re) — - —-~ 
sh ‘) Biochem. Zs. Bd. 7, 8S. 45 (1907); Bd. 25, S.1 (1910). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 9, S. 185 (1911); Bd.12, S. 275 (1912); 


us : 
, Jem. Ber. Bd, 48, S. 3170 (1910); Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, S. 121 


el. 9 (1913); Bd. 23, §. 407 (1915). 
. *) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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Versuche mit Gelatine. 
Zu den Versuchen wurde eine 2°/,ige Gelatinelésung }y. 


Bei den Versuchsreihen 1 und 2 war die Pankreatip. 


lésung erhalten durch Schiitteln von 1 g Pankreatin Rhenayj; 


mit 100 com Wasser und nachheriges Filtrieren. 


Versuchsreihe 1. : 
30 cem Gelatinelésung, 15 cem n/100 NaOH, 15 ecm Pankreatinlising 
Py der Reaktionsmischung: 6,2. 


Viscositit. 





Formoltitration. 








Zeit nach Her- 
stellung 


der Mischung 
Min. 


30 
105 
125 


14 Stunden 





Auslaufzeit 
Sek. 


81,6 
79,4 
76,2 
74,2 
73,6 
71,6 
70,9 


69,0 


Zeit nach Her- 


stellung 
der Mischung 
Min. 





eem NaQH 


1/5 n. 

0,58 

0,62 
0,69 : 
0,81 4 
or & 
0,90 
2 


Der Vergleich der Viscositiitsmessungen mit den Ergeb- 
nissen der Formoltitration zeigt deutlich, daB die Spaltuyg 
der Gelatine in zwei verschiedenen Phasen vor sich geht. hf 


Versuchsreihe 2. 


Zusammensetzung der Reaktionsmischung wie bei der Versuchsreihe | 


Viscositit. 





Zeit nach Her- 
stellung 
der Mischung 

Min. 


110 
290 





19 Stunden 


Auslaufzeit 


80,0 
78,1 
74,6 
72,7 
71,1 
70,1 
69,5 


Formoltitration. 





Sek. 


Zeit nach Her- 
stellung 
der Mischung 
Min. 

1 
30 
60 
160 
260 
19 Stunden 





ecm NaQH 


1/5 n. 


0,52 
0,71 
0,82 
0,99 | 
1,05 
1,40 
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‘der ersten Phase findet die starke Verminderung der Viscositat 
‘der Gelatinelésung statt. Die gleichzeitige Zunahme des freien 
' Aminostickstoffs ist aber nur unbedeutend. Die vorstehende 
Versuchsreihe (2) zeigt diese Verhiltnisse deutlicher. 

In der ersten Stunde sinken die relativen Werte der Vis- 
eositiit von etwa 83 bis etwa 72 wihrend der Zunahme des 
 \minostickstoffs etwa 0,3 ccm n/5-NaOH entspricht. In den 


i wibrend die Zunahme des Aminostickstoffs in dieser Zeit rund 
- 0,6 cem n5-NaOH entspricht. Wir finden somit, daB das 
~ erste, starke Abfallen der inneren Reibung der Kiweiflésung 


nicht durch die schlieBliche Spaltung des Molekiils in den 
Endprodukten bedingt ist, sondern vielleicht durch eine der 
 Pepsinspaltung entsprechende nicht so weit fiihrende Spaltung 
der Polypeptidketten oder Diketopiperazinringe. 

In der folgenden Versuchsreihe wurde dieselbe Pankreatin- 


 lésung, die beim Versuch mit der Saccharase verwendet wurde, 


henutzt. Sie war etwa 5 mal kriftiger als die bei-den vorigen 


P Versuchen angewandte Liésung, indem 5 g Pankreatin wihrend 
" 5 Stunden mit 100 com Wasser auf der Schiittelmaschine ge- 
4 schiittelt wurde. Die filtrierte Lésung war vollkommen klar 
a aber gelblich. Die gewiinschte Aciditat (p,, = 6,0) wurde durch 
_ Phosphatpuffer (5 com 4°/,ige Phosphatmischung) hergestellt. 


Ks kamen weiter 50 com der 2°/,igen Gelatinelésung und 


Versuchsreihe 38. 





Zeit nach Herstellung com Mell Zunahme des 
der Reaktionsmischung we Aminostickstoffs 

Min. ainda eem NaOH 

1 2,801) _ 

23 212 0,32 

50 3,29 0,49 

170 3,48 0,68 

340 3,60 0,80 

18 Stunden 4,48 1,68 











‘) Die hohen Anfangswerte des Laugeverbrauches in den Versuchs- 
‘elhen 3 und 4 sind teilweise dem Pufferzusatz zuzuschreiben. 
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15 ccm Pankreatinlésung zur Verwendung. Die Ergebnisg. 
der Formoltitrationen sind vorstehend tabelliert. 


Versuche mit Pepton (Witte). 

Ks wurde eine 2°/,ige gekochte und filtrierte Lisung yoy 
Wittepepton angewandt. 50 ccm dieser Lisung wurden mj 
5 ccm Phosphatpuifermischung und 15 ccm Pankreatinlisung 
(wie in Versuchsreihe 3) versetzt. Die Aciditit der Reaktions. 
mischung wurde elektrometrisch zu p,, = 6,0 bestimmt. Sowoll 
die Viscositit wie der Aminostickstoff wurde bestimmt. Jie 
Viscositatsmessungen zeigten, daB die vorliegende physikalische 
Kigenschaft der Peptonlésung bei der tryptischen Spaltung nur 
unwesentlich verandert wird. Die Viscositat der Peptonlisung 
ist ja auch schon sehr klein im Verhialtnis zur Viscositiit einer 
ungespaltenen KiweiB- oder Saccharaselésung ahnlicher Kon. 
zentration. Die Auslaufzeiten im Viscosimeter fnderten sich 
beim vorliegenden Versuch nur von etwa 74 Sek. beim Ver- 
suchsbeginn zu 72,3 Sek. nach 3 Stunden. Da die Auslaufzeit 
fiir destilliertes Wasser in demselben Viscosimeter und bei 
der vorliegenden 'emperatur zu 66,0 Sek. bestimmt war, be- 
trug also die relative Viscositit beim Versuchsbeginn nur 
1,122 und nach 3 Stunden 1,095. Wegen dieser kleinen Werte 
der inneren Reibung der Peptonlésung laBt sich diese Spaltung 
in dieser Weise nicht verfolgen. Die Hormoltitrationen finden 
sich in der folgenden Tabelle. 


Versuchsreihe 4. 





Zeit nach Herstellung com NeOH Zunahme des" 
der Reaktionsmischung ; Aminostickstofts 
Min. aia cem NaOH 

1 3,10) 10d 

7 3,37 0,27 

20 3.69 0,59 

56 4,05 0,95 

135 4,40 1,30 

270 4,61 1,51 











') Vgl. die Anm. der Versuchsreihe 3. 
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Ein Vergleich mit den Zahlen der Versuchsreihe 3 zeigt, 
jaB die Spaltung des Peptons rascher vor sich geht als die 
Spaltung der Gelatine. Die erste Phase der Kiweifspaltung 
welche mit starker Anderung der inneren Reibung der Kiweib- 
issung verbunden ist und auch wenigstens qualitativ aus dieser 
Viscosititsiinderung verfolgt werden kann) fallt hier fort, die 
Spaltung in die kleineren Bausteine kann sofort eintreten. 


Versuche mit Saccharase. 


Auch bei den Versuchen iiber die Trypsinspaltung wurde 
jas weitgehend gereinigte Praparat XVIla AKA., vom If-Wert 
995 (urspriinglich), benutzt. Der Stickstoffgehalt dieses Prii- 
parates war durch Mikroanalyse nach Pregl zu 11,0°/, be- 
stimmt. (Die nahere Charakterisierung des Priparates erfolgt 
au anderer Stelle.) Zu dem Spaltungsversuch wurden 1,5 ccm 
der 1,38 °/,igen Lisung mit 0,15 ccm Phosphatpuffer (p,, = 6) 
ud 0,45 com Pankreatinlésung (dieselbe Lésung, welche bei 
den Versuchsreihen 3 und 4 verwendet wurde) versetzt. Mit 
diner Pipette wurde sofort 1 ccm in das Viscosimeter ge- 
iracht und die Viscositiit zu verschiedenen Zeiten bestimmt. 
Yon der zuriickbleibenden Liésung, welche auch in dem 
Thermostaten bei 30° aufbewahrt wurde, wurden bei ver- 
vhiedenen Zeiten Proben von 0,15 ccm entnommen und auf 





Zeit nach Herstellung ow aon 
der Reaktionsmischung 
Stunden Sek. 
0,1 118,1 
0,2 118,6 
0,3 118,1 
0,5 118,0 
1,0 118,8 
2.0 117,4 
2.9 117,4 
7,5 116,8 
24,5 117,2 
28,0 117,0 
45,0 117,1 
48,0 116,8 
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Saccharaseaktivitat gepriift. Die Viscosititsmessungen gabe, 
vorstehendes Resultat. 

Kine mit Viscosititsinderung verbundene Spaltung de 
Saccharasepraparates trat also nicht in sicher merkbarey 
(srade ein. 

Der Umstand, dafi die Saccharaselésung bei diesem Ver. 
such eine viel héhere Viscositait zeigt, als im Versuch i 
Pepsin, beruht auf der ungleichen Aciditiit. Beim vorliegendey 
Versuch war die Aciditét p,, = 6, wahrend bei dem Versuch 
mit Pepsin p,, etwa 3 betrug. Nun haben wir frither zeigen 
kénnen, daB gerade bei p,, = 6 die Viscositit der Saccharase 
ein Maximum besitzt.’) Diesen Befund, welcher mit einem 





Zeit nach Her- 
stellung ke 108 
der Reaktions- Min. Drehung i: + 104 ' 
mischung Mittel 
Stunden 
0 0 2,65 a 
5,D 0,49 730 
7 0,11 767 762 
9 — 0,23 788 
L — 0,98 ~ 
0,7 5,5 0,48 7137 
7 0,11 767 165 
9 — 0,23 788 
5 5,5 0,37 800 
7 0,06 798 812 
9 — 0,30 838 
20 5,9 0,48 737 
7 0,11 7167 165 
9 — 0,23 788 
48 5, 1,11 444 
7 0,75 470 453 
9 0,49 446 
96 8 1,18 288 
10 0,84 306 302 
12 0,58 312 
120 15 0,85 204 
18,5 0,52 212 212 
25 0,07 221 

















') Diese Zs. Bd. 133, S. 279 (1924). 





, 
1h 








Versuche zur enzymatischen Spaltung der Saccharase. II. 45 


guderen Priparat von &hnlichem Reinheitsgrad zuerst kon- 
satiert wurde, kénnen wir also auch mit diesem Priaparat 
bestiitigen, wenigstens in der Hinsicht, daB die Viscositat bei 
),, = 6 viel gréBer ist als bei p,, = 3. 

Die Rohrzuckerinversionen gaben vorstehendes Resultat. 

Wir sehen, daf am ersten Tage keine Verminderung 
jer Aktivitiit eingetreten war. Nach 20 Stunden wurde die- 
selbe Inversionsgeschwindigkeit wie beim Versuchsbeginn ge- 
funden. Die Aktivitaét nach 5 Stunden ist infolge eines Ver- 
suchsfehlers (teilweise bedingt durch eine etwa 0,5° héhere 
Inversionstemperatur bei dem vorliegenden Versuch [22,5° an- 
statt 22,0° bei den iibrigen Versuchen]) augenscheinlich etwas 
zu hoch gefunden. Nach einer Kinwirkungsdauer von 2 Tagen 
ist jedoch eine nicht unwesentliche Schwichung der Saccharase- 
aktivitiit eingetreten. Diese Inaktivierung der Saccharase ist 
dann weiter geschritten, so daB nach 5 Tagen nur etwa 28°), 
der urspriinglichen Aktivitit wiedergefunden werden konnten. 

Diese Inaktivierung der Saccharase konnte méglicherweise 
dadurch erklart werden, daf bei der vorliegenden Aciditit die 
Stabilitiit der Saccharase so herabgesetzt war, daf die ein- 
iretende Selbstzerstérung des Enzyms fiir die gefundene Akti- 
vitiitsverminderung allein (ohne eine Kinwirkung des Pankreatins) 
verantwortlich war. Deswegen wurde noch der folgende Ver- 
such ausgefiihrt: 

{ ccm der Saccharaselésung wurde mit 0,1 ccm derselben 
Putferlisung, welche bei dem vorstehenden Versuch zur An- 
wendung kam, und 0,3 ccm destillierten Wassers versetzt und 
diese Mischung in dem Thermostaten bei 30° aufbewahrt. Die 
zu verschiedenen Zeitpunkten ausgefiihrten Inversionsversuche 
Proben von je 0,15 ccm) fielen aus wie nebenstehend. 

Wir finden somit, daB die Saccharase bei der vorliegenden 
Aciditat (p,, = 6) und Temperatur (30°) vollkommen stabil ist. 
Die Inaktivierung der Saccharase beim Versuch mit Pankreatin 
miissen wir somit auf die Kinwirkung des Pankreatins zuriick- 
‘ihren. Nun konnten wir bei der entsprechenden Viscositits- 
nessung eine Verminderung derselben wahrend 2 Tagen nicht 
mit Sicherheit konstatieren. Wir kommen somit zum Er- 
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9 Arte 2! Sua nimninp neta der eent— = gant 
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oe ———- — a 
Zeit nach 
Herstellung . k- 108 
der Mischung Min. Drehung k ° 10* si 
Mitte] 
Stunden 
U 0 2,65 — 
5,5 0,42 770 
7 0,04 810 80] 
9 — 0,28 824 
4] 5,5 0,44 759 
7 0,09 779 782 
9 — 0,26 809 
48 5,5 0,42 770 
7 0,05 &05 802 
9 — 0,29 831 
70 5,5 0.43 764 
7 0,06 798 795 
9 — 0,28 824 














gebnis: 1. Die Saccharase ist von Trypsin sehr schwer 
angreifbar. 2. Wenn iberhaupt eine Spaltung ein. 
tritt, so wird die Aktivitat der Saccharase schon in 
einem friiheren Stadium der Spaltung herabgesetzt. 
Mit anderen Worten: Die enzymatische Spaltung des 
.Proteinteils* der Saccharase laBt sich nicht durch 
die gewéhnlichen eiweiBspaltenden Enzyme, Pepsin 
und Trypsin ausfithren ohne gleichzeitige Vernichtung 
der Aktivitat der Saccharase. Man diirfte deshalb be- 
rechtigt sein, folgenden SchluB zu ziehen: Die Aktivitit 
der Saccharase (oder die aktive Gruppe derselber 
hangt mit dieser von uns als ,,Proteinteil* genannten 
Komponente der Saccharase aufs engste zusammen. 
Wenn die Saccharase EKiweiBnatur besitzt, erhebt sich die 
Frage, wie es kommt, da der Saccharasekomplex eine ‘0 
groBe Resistenz gegen hefefremde Enzyme besitzt. Es ist ja 
eine wohlbekannte Tatsache, daB die proteolytischen Enzyme 
verschiedene HiweiBstoffe mit sehr verschiedener Leichtigkeit 
angreifen. Gegen die Pepsinverdauung sind besonders das 
Keratin und die Protamine sehr resistent. Im Falle der 
Trypsinspaltung sind besonders die Albumine, das Hieralbumin 
und ganz besonders das Serumalbumin, welche nur ‘uberst 
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schwer von Trypsin angegriffen werden, zu erwahnen.)*) Nach 


‘der Pepsinspaltung werden allerdings diese Albumine vom 


ypsin weiter gespalten. Nun miissen wir beriicksichtigen 
ry} 5 ’ 


'daB die Albumine gegen die peptische Spaltung nicht be- 


sonders widerstandsfahig sind. Das Gegenteil gilt im Falle 
der Saccharase. Sowohl gegen Trypsin als gegen Pepsin erwies 
sie sich als sehr widerstandsfihig. Allerdings war es von 


‘vornherein nicht ausgeschlossen, daB in ‘Ahnlicher Weise wie 
‘bei dem Kier- und dem Serumalbumin eine vorhergehende 
‘Behandlung mit Pepsin—Salzsiiure die Angreifbarkeit durch 


Trypsin erhéht werden kénnte.?) Um diese Verhiltnisse niher 


'2u priifen, wurden folgende Versuche ausgefihrt: 


Von der bei siimtlichen Versuchen benutzten Saccharase- 


lisung wurde 1 ccm mit 0,3 com Pepsinlésung gemischt. Die 


Pepsinlésung war bereitet durch Liésen von 0,1 g Pepsin 
Gribler 1:10000) in 50 ccm 0,05 n-HCl. Die Saccharase— 
Pepsin—Salzsiuremischung wurde dann wihrend 2 Tagen bei 
30° aufbewahrt. Dann wurde ein Tropfen Lackmuslésung 
hinzugesetzt und die Salzsiure mit 0,2 normaler Natronlauge 
neutralisiert. Die gegen Lackmus neutrale odar ganz schwach 
alkalische Lésung wurde dann mit 0,4 ccm Pankreatinlésung 
5g Pankreatin Rhenania pro 100 ccm) versetzt und sofort 
lcem der Mischung ins Viscosimeter gebracht. 

Die Messungen der Viscositiit zu verschiedenen Zeiten 


‘gaben folgendes Resultat: 








Zeit nach Zusatz Auslaufzeit 
der Pankreatinlésung 
Stunden Sek. 
0,1 100,6 
0,4 100,5 
2 100,2 
4 100,0 
7 100,2 
7,5 99,3 
22 99,4 
24 99,3 
_ 27 99,5 








') Hedin, Diese Zs. Bd. 52, §. 412 (1901); Bd. 57, S. 468 (1908); 
Bd. 64, S. 82 (1910). 
*) Sérensen, Biochem. Zs. Bd. 7, 8S. 45 und zwar 96 (1907). 
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Kine mit einer Anderung der inneren Reibung der Lisung 
verbundene Spaltung der Saccharase war auch bei diesey, 
Versuch nicht stirker merkbar als bei den vorigen Versuch, 
ohne der Vorbehandlung mit Pepsin—Salzsiiure. Die Resistey, 
der Saccharase gegen der tryptischen Verdauung ist aly 
andersartig als im Falle des Eier- und Serumalbumins. Dies: 
Resistenz, welche die in anderer Hinsicht ziemlich unsta)jl. 
Saccharase gegen Zerstérung durch andere Enzyme schiitzt, 
miissen wir mit Sicherheit in der ganz spezifischen Bauart des 
»HinzymeiweiBes* suchen. 

Unser Befund, daB die Saccharase ohne Vernichtung de 
spezifischen enzymatischen Aktivitit derselben sich nicht dure 
Pepsin und Trypsin spalten lieB, miissen wir als eine besondere 
Stiitze fiir unsere neuerdings niher priizisierte Auffassung iiber 
die Wirkungsweise der Saccharase ansehen. Versuchsergeb- 
nisse sehr verschiedener Art, wie Molekularzustand, amphoter 
EKigenschaften, Verhalten gegen fremde Enzyme scheinen all 
fir die Auffassung zu sprechen, daB die Aktivitit der Saccha- 
rase mit dem Proteinteil des Enzymkomplexes eng verkniipf 
sein mub. 

Uber einige Versuche zur Beurteilung der Frage, welche 
kleineren Bausteine das groBe Saccharasemolekiil aufbauen 
kénnen, haben wir an anderer Stelle berichtet}). 


) 


re 


1) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 859 (1924). 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
8. Mitteilung. 


Uber das Vorkommen von Uroporphyrin (als Kupfersalz, Turacin) 
jn den Turakusvogeln und den Nachweis von Koproporphyrin 
in der Hefe.’) 


Von 


H. Fischer und J. Hilger. 
Mit 1 Tafel. 





(Aus dem Org.-chem, Laboratorium der Techn, Hochschule, Miinchen.) 
(Der Redaktior zugegangen am 13. April 1924.) 


In der 2. Mitteilung iiber natiirliche Porphyrine hatten 
vir auf die Ubereinstimmung der analytischen Feststellungen 
Churchs?) tiber das Turacin mit dem Kupfersalz des Uro- 
porphyrins hingewiesen und hatten auch eine Reihe von Ver- 
suchen angestellt, die dafiir sprachen, daB mindestens auBer- 
ordentlich nahe verwandtschaftliche Verhaltnisse zwischen den 
genannten Farbstoffen bestehen miissen. Héchstens wire noch 
ee Isomerie ins Auge zu fassen gewesen, Méglichkeiten, die 
immerhin in Betracht zu ziehen waren, weil ja bei den Por- 
phyrinen auBerordentlich haufig sehr naheliegende spektro- 
skopische Befunde erhoben werden, ohne da8 deshalb Identitat 
der in Frage kommenden Kérper bestehen muf. Das Haupt- 


') Die Untersuchung wurde mit Hilfe von Mitteln durchgefiihrt, 
die der AusschuB zur Férderung des wissenschaftlich -medizinischen 
Nachwuchses (Hilfsausschu8 der Rockefeller Foundation) zur Verfigung 
gestellt hat. Es ist uns eine angenehme Pflicht, fiir die hochherzige 
Unterstiitzung dieser Arbeit unseren ergebensten Dank auszusprechen. 

*) Philosophical Transactions 183a (1892). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIII. 4 
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problem war natiirlich, das komplex gebundene Kupfer zu eyt. 
fernen und das zugrundeliegende Porphyrin zu isolieren, Vey. 
suche, die schon von Church mit Hilfe von konzentrierte 
Schwefelsiiure und von uns mit Hilfe von Kisessig—Bromwasserstof 
mit Erfolg durchgefiihrt wurden, aber es gelang nicht, das 
zugrundeliegende Porphyrin in krystallisiertem Zustande x 
isolieren. Wir haben nun weiter vergleichende Untersuchungen 
des Turacins mit dem ,,synthetischen* Kupfersalz des Uro. 
porphyrins angestellt und haben ein durchaus iibereinstimmen. 
des Resultat zwischen dem kiinstlichen und dem natiirlichen 
Produkt gefunden. 

Zunichst wurde dann mit Hilfe von Eisessig—Jodwasser. 
stoff die Abspaltung des Kupfers aus dem kiinstlichen Kupfer. 
salz versucht, unter den angegebenen Bedingungen aber keine 
Abspaltung erzielt. Dagegen wirkt rauchende Salpetersiure 
auf das Kupfersalz des Uroporphyrins in der Kilte ein und 
es konnte nach zweckentsprechender Verarbeitung der spektro- 
skopische Befund des Koproporphyrins erhoben werden. 0) 
tatsichlich ein Abbau zu Koproporphyrin erfolgt ist, mu die 
weitere Untersuchung zeigen. Die Ausbeute war so schlecht, 
da8 wir mit dem Turacin den gleichen Versuch nicht durch- 
fihrten. Mit konzentrierter methylalkoholischerKalilauge erfolgte 
weder beim Kupfersalz des Uroporphyrins noch beim Turacin ein 
Abbau. Beim Kupfersalz des Uroporphyrins wird der unver- 
anderte Ester des Kupfersalzes nach Behandlung mit Dimethy!- 
sulfat wiedergewonnen, wihrend beim Turacin dieses Resultat 
nur ein einziges Mal erhalten wurde. Die wechselnden Re- 
sultate beim Turacin erkliren sich dadurch, daB die Beschafien- 
heit der angewandten Federn ziemlich verschieden war. Aus 
Végeln mit verschossenen Federn wird man keinen unver- 
inderten Farbstoff mehr gewinnen kénnen, wie dies ja auch 
aus den im Versuchsteil erwahnten Beobachtungen bei der 
Isolierung des Turacins hervorgeht. 

Zu einem durchschlagenden Erfolge fiihrte die Reduktion 
durch Natriumamalgam. Wir haben schon friiher bei den 
Kisensalzen der Porphyrine festgestellt, daB durch Natrium- 
amalgam das komplex gebundene Metail abgespalten wird und 
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die entsprechende Leukoverbindung entsteht, aus der zumeist 
das krystallisierte Porphyrin wieder erhalten werden kann. 
Diese Methode haben wir nun auch auf das Kupfersalz des 
Uroporphyrins tibertragen. Man erhalt so leicht auf dem Um- 
wege tiber die Leukoverbindung und durch Luftreoxydation 
den krystallisierten Ester des Uroporphyrins. Nach dieser 
Feststellung haben wir die gleiche Methode auf das Turacin 


‘angewandt. Es gelang ohne groBe Schwierigkeiten, den kry- 
‘stallisierten Ester des Uroporphyrins zu isolieren. Der Ester 


schmolz bei 290° in Ubereinstimmung mit dem Priparat aus 
Petrys Urin, auch der Mischschmelzpunkt ergab keine De- 
pression, ebenso stimmte die Kohlenwasserstoffbestimmung auf 
Uroporphyrinmethylester. Die spektroskopische Untersuchung 
erga) ebenfalls sehr ahnliche Werte und es gelang auch, wieder 
rickwirts das krystallisierte Kupfersalz des Uroporphyrinmethyl- 


festers zu erhalten. Es ist also mit Sicherheit erwiesen, 


da8 Turacin das Kupfersalz des Uroporphyrins ist. 

Church hat bereits gefunden, daB bei der Destillation 
des Turacins ein atherlésliches krystallisierendes Kupfersalz 
entsteht, und zum niheren Studium dieser Reaktion haben wir 
uns auch wieder des Kupfersalzes des Uroporphyrins bedient. 
Zunichst erhitzten wir das genannte Kupfersalz und Turacin 
mit Natronkalk, ihnlich wie dies Willstaitter und Max 
Fischer mit dem Himophyllin zur Gewinnung des Atiophyllins 
gemacht haben. Wir erhielten nach dieser Brenzreaktion 
porphyrinhaltige Lésungen, deren Spektrum innerhalb der 
Fehlergrenzen miteinander iibereinstimmten. Die Ausbeute 
war jedoch so schlecht, da diese Versuche nicht fortgesetzt 
wurden, 

Viel besser ist die Ausbeute bei der direkten Destillation 
nach dem Vorgang von Church. Aus Uroporphyrinkupfer 
wurde nach dieser Methode leicht ein krystallisiertes Kupfer- 
salz erhalten, das Dr. Steinmetz krystallographisch unter- 
suchen konnte. Beim Turacin erhielten wir gleichfalls ein 
itherlésliches krystallisiertes Kupfersalz. Die Krystalle waren 
aber zu klein fiir die krystallographische Messung. Die spektro- 


skopischen Befunde der beiden zuletzt genannten Kupfersalze 
4* 
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stimmten genau tiberein und wir haben uns in Anbetracht de 
oben bereits festgestellten Identitit von Uroporphyrinkupfey 
und Turacin mit dieser Feststellung begniigt. 


Durch friihere Versuche ist bereits Uroporphyrin in Koproporphyrin 
iibergefiihrt worden. Es lag nahe, mit Hilfe dieser eben erwiihntey 
Brenzreaktion eine Bestitigung fiir diese Resultate zu suchen, eine Av. 
gabe, die noch deshalb einen besonderen Reiz hatte, weil es natiirlic) 
von hohem Interesse ist, ob die so erhaltene Stammsubstanz yon Uro. 
und Koproporphyrin mit dem Atioporphyrin von Willstitter identisch 
ist. Deshalb unterwarfen wir das Kupfersalz des Koproporphyrins dem 
gleichen Verfahren und erhielten auch ein krystallisiertes Kupfersalz 
das mit dem aus Uroporphyrinkupfer krystallographisch und _spekio. 
skopisch iibereinstimmte, eine neue Bestiitigung des oben erwiihnten 
Zusammenhanges der beiden Porphyrine. Von H. Fischer uni 
R. Miller (unveréffentlicht) ist nun das Kupfersalz des Willstiitter. 
schen Atioporphyrins dargestellt worden und dieses stimmte spektr- 
skopisch genau mit dem Kupfersalz aus den genannten natiirlichen 
Porphyrinen iiberein, ist aber krystallographisch nach Dr. Steinmetz 
deutlich davon unterschieden, Eine Identitit der Stammkérper ist also 
nach den bisherigen Resultaten nicht in Betracht zu ziehen, Selbst- 
verstindlich haben wir die Untersuchungen auch ausgedehnt auf die 
Gewinnung des ,,Atiouroporphyrins“ bzw. ,Atiokoproporphyrins*“. Nach 
dem Vorgange Willstitters beim Himoporphyrin wurden hier die 
entsprechenden Phylline erzeugt, diese ins Kaliumsalz tibergefiihrt und 
daraus das ,,Atiophyllin“ bzw. ,,Atioporphyrin“ gewonnen. In beiden 
Fallen gelang die Reaktion und die erhaltenen itherischen Lésungen 
ergaben bei der spektroskopischen Untersuchung genau iibereinstimmende 
Befunde mit Willstitters Atioporphyrin. Das ,,Atiouroporphyrin’ 
erhielten wir krystallisiert. Nach den obigen Feststellungen Dr. Stein- 
metz’ beim Kupfersalz ist jedoch eine Identitit sehr unwahrscheinlich 
Nihere Mitteilung iiber diese wichtigen Befunde erfolgt bald. 


Wir haben nun weiter Farbversuche gemacht mit Mes- 
porphyrin und Uroporphyrin, um die Bedingungen _heraus- 
zubekommen, unter welchen eine Fixation dieser Farbstofie 
in Form von Kupfersalzen auf der tierischen oder pflanzlichen 
Faser méglich ist. Mit Mesoporphyrin gelangen die Versuche 
glatt, wenn man Baumwolle oder Wolle mit Kupferacetat beizt 
und dann mit einer Lisung von Mesoporphyrin in Kisessig 
zusammenbringt. Es gelingt so, recht echte Fiarbungen 2U 
erzielen. Auch das Uroporphyrin konnte zur Fixation gebracht 
werden. Wir haben Seide und Wolle mit ammoniakalischer 
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Kupfersalzlésung impragniert und dann mit einer ammoniakali- 
schen Lésung von Uroporphyrin gekocht. Nach kurzer Zeit 
entsteht eine relativ echte Fiirbung des Kupfersalzes auf dem 
tierischen Material und das so kiinstlich priiparierte Produkt 
yerhilt sich ganz aihnlich wie die Federn der Helmvégel. Ob 
ein analoger ProzeB natiirlich in modifizierter Weise auch in 
der Vogelfeder sich abspielt, muB durch weitere histologische 
Untersuchungen geklirt werden. Mit Wasser ist der Farbstoff 
nicht auswaschbar, wohl aber, wenn im Wasser eine Spur 
Alkali ist. 

Kine Frage, die von ganz besonderem Interesse ist, ist 
die, ob, wie in Brehms Tierleben z. B. angegeben ist, in der 
Tat ein Unterschied besteht zwischen den Federn der lebenden 
und toten Helmvégel. Zu Lebzeiten soll angeblich der Farb- 
stoff auswaschbar sein. Herr Professor Stresemann bezweifelt 
diese Angabe und teilte uns mit, daB er der Ansicht ist, daB 
die Beobachtungen an sich wohl richtig sind, aber die Aus- 
waschbarkeit bei lebenden Végeln vorgetiuscht werde durch 
den Ammoniak- bzw. Alkaligehalt des Kotes der Végel, und 
dab durch diesen Alkaligehalt des Badewassers eben die Lisung 
des Farbstoffs bedingt sei. Diese Erklirung ist durchaus plau- 
sibel, denn wir haben uns wiederholt tiberzeugt, daB die ge- 
ringste Menge von Alkali geniigt, um auch aus der toten Feder 
den Farbstoff herauszulésen. 

Yon ganz besonderem Interesse wire es natiirlich, einen 
lebenden Turakus zu untersuchen. Wir hoffen in absehbarer 
Zeit in den Besitz eines solchen zu kommen und iiber die 
weiteren Befunde Mitteilung machen zu kénnen. 

Inzwischen hat uns Herr K. Kniper, stellv. Direktor des 
Rotterdamer Tiergartens, durch Vermittlung des Herrn Pro- 
fessor Dr. Strohls aus Ziirich, wofiir wir den genannten Herren 
auch an dieser Stelle unsern besten Dank zum Ausdruck 
bringen wollen, in liebenswiirdiger Weise eine gréSere Menge 
von ‘lurakuskot iibersandt. Wir haben diesen Kot auf Por- 
phyrine untersucht. Freies Porphyrin konnte nicht nach- 
gewiesen werden, wohl aber eine geringe Menge eines Farb- 
stotis, dessen spektroskopisches Bild auf das Kupfersalz des 
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Turacins paBt. Von besonderem Interesse waren natiirlic) 
auch die Kierschalen des Turakus, die wir bis jetzt nich 
erhalten konnten. Bemerkenswerterweise jedoch ist in de 
Hierschalen des Kuckucks, der dem Turakus sehr nahe ye. 
wandt ist, nach den Untersuchungen von H. Fischer yj 
K6égl das gewohnliche Ooporphyrin enthalten. Herr Professo, 
Stresemann, Berlin, der uns mehrere ausgezeichnete Priiparat. 
von Helmvégeln iiberlieS, wofiir wir ihm auch an dieser Stell: 
verbindlichst danken, hatte auch die Liebenswiirdigkeit, uy 
die nichsten afrikanischen turacinfreien Verwandten der 'luraki 
zur Verfiigung zu stellen in Gestalt je eines Exemplars yoy 
Schizorhis africanus und Schizorhis coucolor. Diese haben ey 
graues unscheinbares Gefieder. Anhaltspunkte fiir Vorkomme 
von Turacin konnten nicht gewonnen werden. 

Bei Schizorhis africanus ist die Ausbildung der Schwung. 
federn bemerkenswerterweise ganz dhnlich wie bei den Turakis, 
nur daB die Stellen, die bei den Turakusarten von dem kupfer- 
haltigen Pigment eingenommen werden, hier schneewei8 sind 
Bei einem Exemplar von Schizorhis coucolor ist interessanter- 
weise diese Zeichnung nur noch ganz andeutungsweise erhalten, 
aber doch noch deutlich sichtbar. Es ist jedenfalls von groben 
Interesse, den Stoffwechsel auch dieser Végel einer genaueren 
Untersuchung zu unterziehen. Vor allem interessiert es uns, 
ob hier Koproporphyrin auftritt und ob bei den Turakis 
Koproporphyrin das primire Produkt ist. Bekanntlich ist in 
den Turakis neben dem roten Farbstoff auch noch ein griiner 
Farbstoff enthalten, der als Turaco-verdin bezeichnet wird. 
Verwandtschaftliche Beziehungen zwischen dem Turaco-verdii 
und dem Turacin konnten wir bis jetzt nicht feststellen, jedoch 
miissen diese Untersuchungen noch genauer durchgefiilit 
werden. 


Bei unserer Rundfrage bei den verschiedensten Direktoren der 
zoologischen Garten hat uns Herr Professor Dr. Prienel vom Zoologi- 
schen Garten der Stadt Frankfurt a.M. darauf aufmerksam gemacht, 
daB beim roten Riesenkiinguruhmiinnchen an der Kehle ein auswasch- 
barer karminroter Farbstoff sich befindet und durch weitere Rundfragev 
haben wir dann in Erfahrung gebracht, da8 im Berliner Zoologischer 
Garten sich ein solches Tier befindet. Herr Geheimrat Professo' 








Zur Kenntnis der natiirlichen Porpbyrine. 55 


Dr. Heck hatte die Freundlichkeit, uns von dem Sekret, das nach Mit- 
teilungen von Professor Stresemann vor allem bei Erregung aus einer 
noch unbekannten Hautdriise ausgeschieden wird, eine geringe Menge 
wr Verfigung zu stellen. Wir haben festgestellt, daB es sich mit 
Sicherheit nicht um ein Porphyrin handelt. Zur naiheren Untersuchung 
reichte die erhaltene Menge jedoch nicht aus. Herrn Geheimrat Professor 
Dr. Heck sind wir fiir sein Entgegenkommen sehr zu Dank verpflichtet. 

Wie schon in der 1. Mitteilung tiber das Turacin aus- 
gefiihrt ist, ist das Kupfersalz des Uroporphyrins nicht licht- 
giftig, wie wir bei Paramiizien feststellten. Es wire deshalb 
miglich, ja wahrscheinlich, daB die Turacinbildung einen Ent- 
giftungsprozeB darstellt, wie schon friher ausgefiihrt wurde. 
Nachdem nun in der Nahrung nicht nur der Vogel, sondern 
auch der Menschen’), Kupfer in nicht unbetrichtlichen Mengen 
enthalten ist, ergiibe sich die Frage, ob nicht auch bei der 
menschlichen Porphyrinurie wenigstens teilweise dieser Weg 
zur Entgiftung beschritten wird. Wir haben deshalb den 
Harn Petrys systematisch untersucht, ob dort Anhaltspunkte 
fir Kupferporphyrinausscheidung vorhanden waren. Dies ist 
jedoch nicht der Fall und es ist deshalb nicht sehr wahr- 
scheinlich, daB eine Behandlung der menschlichen Porphyrin- 
urie mit Kupfersalzen, die aber doch ins Auge gefaBt werden 
mu, von Erfolg begleitet sein wird. 

Von H. Fischer und Schneller wurde vor kurzem ge- 


| zeigt, daB in der Hefe frisch sowie nach Faulnis spektroskopisch 
| Koproporphyrin nachweisbar ist. Da Herr Schneller in die 


Industrie iibergegangen ist, haben wir diese Versuche fort- 
gesetzt und aus faulender Hefe zunichst Koproporphyrin iso- 


liert. Einwandfrei wurde Koproporphyrin gewonnen 


durch Isolierung des krystallisierten Esters, der den richtigen 
Schmelzpunkt 251° aufwies und spektroskopisch mit Kopro- 
porphyrinmethylester tibereinstimmte. Auch die von Dr. Stein- 
metz ausgefiihrte krystallographische Untersuchung beweist 
die Identiit mit dem Koproporphyrin aus dem Kote Petrys. 





‘) Vgl. die Angaben im Lehrbuch der anorg. Experimentalchemie, 
Hofmann, 1. Aufl. (1918), S.539, bis zu 100 mg werden pro Tag ver- 
tragen! 
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(Vgl. die Abbildung. Herrn Prof. Brémser sind wir fir 4: 
Ausfithrung der Mikrophotographie sehr zu Dank verpflichte: 

Der Unterschied in der Ausbeute an Porphyrin bei Pla. i Pr 
molyse und nach dem AufschluB durch Faulnis ist seb; : Hi 
betrichtlich und es mu so die schon in der 6. Mitteilung ge. 
stellte Frage diskutiert werden, ob nicht etwa das Kopry. 
porphyrin in der Hefe nur in Spuren vorhanden ist und die J} 
vermehrte Menge durch die Titigkeit der Faulnisbakteriey 
erzeugt wird. Man kann entweder die Annahme machen, daj JB dk 





das Porphyrin zum gréBeren Teil als Eisensalz oder in ahnlichy Hw 
Form in der Hefe vorhanden ist, oder daB bei der Plasmolyse HE be 
die experimentelle Bearbeitung so ungiinstig ist, daB die Haupt. w 


menge des Porphyrins in den nicht aufgeschlossenen Hefezelley H K 
zuriickbleibt. Letztere Vermutung ist nicht von der Hand a x 
weisen, da nach der Plasmolyse und dem Zusatz von Eisessig a1 
immer noch eine gewaltige Menge unaufgeschlossenes Material 
sich in der Lésung befindet und dieses mit seiner riesigen J ™ 
Oberflache kann eine ganz thnliche Wirkung ausiiben wir &% : 
z. B. Natriumsulfat auf eine atherische Lésung von Porphyrin, 
Diese Frage wird sich entscheiden lassen durch Verarbeitugy 
der Hefe auf Porphyrine nach Hydrolyse oder durch Au: & i 
schlu8 mittels Fermenten, Versuche, die im Gange sind. Eine 
Stiitze fiir die Auffassung der Abstammung des gesamten 
Koproporphyrins aus der Hefe ist auch die von uns neuerdings 
erhobene Feststellung, daB bei der sterilen Autolyse von Fleisch 
nach Untersuchungen gemeinschaftlich mit Kimmerer nach 
6 wochentlichem Stehen ebenfalls Koproporphyrin  spektro- 
skopisch nachgewiesen werden konnte. Aber selbst wenn das 
Koproporphyrin aus Hefe durch die Tiatigkeit der Fiaulnis- 
bakterien erst gebildet wiirde, so wire dies fiir unsere theore- & 
tischen SchluBfolgerungen gleichgiiltig; denn das Wesentliche — 
ist, daB aus pflanzlichem Material nunmehr zum erstenmal & 
ein tierisches Porphyrin isoliert worden ist. 
Nachschrift: Hydrolyse und Autolyse der Hefe haben 
wir durchgefiihrt. Die Hydrolyse ergab spektroskopisch Hima- 
toporphyrin, die sterile Autolyse neben Koproporphyrin das 
Kammerersche Porphyrin. Im Aether-Extrakt, dem mit Hilfe 
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yon 5°/,iger Salzsiure das Porphyrin entzogen war, konnte 
| deutlich das Himinspektrum erkannt werden. Kine eingedampfte 
/ Probe lieB beim Aufnehmen in Pyridin ein deutliches 
Himochromogenspektrum erkennen. Zusammenfassend kénnen 
wir schlieBen, daB in der Hefe Himoglobin vorhanden ist 
und daB derselbe Dualismus wie beim Muskelfarbstoff 
besteht, nur daB bei der Hefe das ,,Koproglobin“ stark iiber- 
' wiegt, aber nicht immer, denn neuerdings haben wir auch bei 
der Plasmolyse Kimmerers — neben Koproporphyrin gefunden 
' und bis jetzt einmal Kimmerers Porphyrin vermehrt. Zur 
| besseren Verstindigung bezeichnen wir von jetzt ab das ge- 
' wohnliche Hamoglobin mit Hiamoglobin A und das dem 
| Koproporphyrin entsprechende als Himoglobin B. Aus Kuh- 
/ milch erhielten wir ebenfalls Koproporphyrin. Nihere Mitteilung 
erfolgt bald. 


Aus besonderem Anla8 bin ich gezwungen, einige Ausfiithrungen 
mehr persénlichen Inhalts anzuschlieBen: Am 6. November 1923 hat 
Professor Fraenkel in der Biologischen Abteilung des Arztlichen 
| Vereins Hamburg einen Vortrag iiber ,,Experimentelle Himatoporphyrose“ 
' gehalten und in diesem u. a. auch zum Schlu8 (vgl. Klinische Wochen- 
| schrift 3. Jahrg. Nr, 2, S. 93) ausgefiihrt, daB ihm der ,,Patient Petry 
| jetzt fiir Untersuchungszwecke nicht mehr zur Verfiigung stehe, da er 
von Professor H. Fischer durch Zuwendung von Mitteln der Technischen 
_ Hochschule Miinchen veranla8t worden sei, dorthin iiberzusiedeln.‘“* Da 
' aus dieser Bemerkung der Vorwurf eines von mir geiibten unkollegialen 
_ Verhaltens herauszulesen ist, méchte ich folgendes feststellen: 

Bereits im Jahre 1916 hatte ich in Miinchen dank des Entgegen- 
' kommens der von Miillerschen Klinik 3 Monate lang Untersuchungen 
_ an dem Harn Petrys vorgenommen. Als ich im gleichen Jahre nach 
Innsbruck berufen wurde, wandte ich mich an Professor Schumm)), 
' un durch diesen eine Aufnahme Petrys in das Eppendorfer Krankenhaus 
_ zu erreichen. Dabei wurde von mir mit Schumm ausdriicklich eine 
_ Abrede dahin getroffen, daB mir Petry fiir etwaige spiitere Untersuchungen 
' wieder zur Verfiigung stehen solle. Diese Abrede wurde von Schumm 
_ bald darauf bestiitigt, als Petry nach Frankfurt gebracht werden sollte 

und als Schumm deswegen bei mir anfragte. Im iibrigen wurde Petry 
_ auch wihrend seines Eppendorfer Aufenthaltes im Einvernehmen mit 
Schumm laufend von mir unterstiitzt. 

Im Jahre 1923 fiel mir die Ahnlichkeit der analytischen Zusammen- 
setzung des von Church analysierten Turacins mit dem Kupfersalz des 





1) Vgl. Schumm, Diese Zs. Bd. 98, S. 126 FuBnote (1916). 
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Uroporphyrins auf und gab mit Anla8, meine alten Untersuchungen jihp, 
die wichtigsten natiirlichen Porphyrine ,,Uro- und Koproporphyriy: 
wieder aufzunehmen. Ich wandte mich deshalb an Petry, der, nachdey 
er schon im Jahre 1920 aus dem Eppendorfer Krankenhaus entlassoy 
worden war, sich um die damalige Zeit stellenlos kiimmerlich in Hay. 
burg durchschlagen mu8te, und bot ihm einen mir dureh das Entgegen. 
kommen der von Rombergschen Klinik erméglichten 3 monatigey 
Aufenthalt in dieser Klinik an. In der gleichen Zeit, April 1923, selvioh 
mir nun Schumm, da8 Fraenkel an Untersuchungen mit Petrys Poy. 
phyrinen arbeite, da8 er jedoch so ziemlich fertig sei und zudem stindic 
Schwierigkeiten habe, von Petry Harn zu bekommen, da dieser nuy ve. 
zwungenermaBen abliefere. Auf diese Mitteilung Schumms hin schrich 
ich Petry sofort ab und ersuchte ihn, spiter nach Miinchen zu kommen. 
Anfang Juni erhielt ich nun plotzlich einen Brief Petrys, daB er in dey 
niichsten Tagen in Miinchen eintreffen und sich zu der ihm yon yjy 
friiher angebotenen Krankenhausaufnahme melden werde. Eine Benach- 
richtigung Schumms konnte ich — von meinen friiheren Verb. 
redungen mit diesem ganz abgesehen — um so mehr unterlassen, als 
es sich damals nur um einen héchstens 3 monatigen Krankenhausaufent- 
halt Petrys in Miinchen handelte, als Petry um diese Zeit in gréBter Notlage 
war und als er zudem seit 3 Jahren in keinem Abhingigkeitsverhiiltnis 
zum Eppendorfer Krankenhaus mebr stand. 


Infolge der ausgezeichneten Verpflegung in der Rombergschen 
Klinik und wohl auch unter Einwirkung des Miinchner Hohenklimas 
besserte sich der Zustand Petrys in schnellster Weise. Petry nahm 
12 Pfund an Gewicht zu und das Himoglobin stieg von 23°/, auf 52°, 
DaB Petry nach Ablauf seines Krankenhausaufenthalts erkliirte, in 
Miinchen bleiben und auf keinen Fall mehr nach Hamburg zuriickkebren 
zu wollen, ist unter diesen Umstinden wohl begreiflich. LErst nach 
vielen Bemiihungen gliickte es, ihm eine Anstellung in der Chemischen 
Fabrik Danubia zu verschaffen, so daB seine Porphyrine weiterer wissen- 
schaftlicher Untersuchung zuginglich sind. Dem Direktor dieser Fabrik. 
Herrn Dr. Kropfhammer, und den Herren Wei8 und Veil, die die 
freie Aufnahme des Petry in die Rombergsche Klinik ermiglicht 
hatten, sind wir fiir ihr Entgegenkommen zu gréBtem Danke yer 
pflichtet. 

AbschlieBend darf ich wohl aussprechen, da8 ein Aufenthalt Petrys 
in Miinchen, wo seine Porphyrine vollkommen ausgeniitzt werden kéunen, 
fiir die Wissenschaft (und auf diese allein kommt es mir an) woh! uv 
gleich wertvoller ist als ein Aufenthalt in Hamburg, wo ein groBer 
Teil dieser Porphyrine ungeniitzt verloren ging. Im tibrigen bin ich 
gern bereit, Herrn Professor Fraenkel, wenn er trotz des 7 jiahrigen 
Aufenthalts Petrys in Hamburg mit seinen Untersuchungen noch nicht 
zum Abschlu8 gekommen ist, Harn und Kot zur Verfiigung zu stellen. 
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Experimenteller Teil. 


Gewinnung des Farbstoffes aus den Federn der 
Helmvégel. 


Die turacinhaltigen Teile der Fliigelfedern wurden, nach- 
dem sie von den turacinfreien Teilen befreit waren, durch eine 
je 4stiindige Behandlung im Soxhlet mit Ather und Alkohol 
gereinigt, sodann oberflachlich getrocknet und mit sehr ver- 
dinntem Ammoniak der Farbstoff daraus gewonnen. Die 
Lislichkeit in Ammoniak und iiberhaupt in verdiinntem Alkali 
ist auBerordentlich groB und geht das Turacin fast sofort mit 
intensiv weinroter Farbe in Lésung. Doch empfiehlt es sich, 
das Ausziehen dfters zu wiederholen, denn es hat sich gezeigt, 
daS auch noch beim 3. und 4. Male wesentliche Mengen Farb- 
stoff in Lésung gehen. Die alkalischen Extrakte wurden 
filtriert und zeigten folgendes Spektrum: 

573,8—557,0 ; 536,4—520,1 . 
565,4 528,2 

Durch Hisessig unter Vermeidung gréBeren Uberschusses 
konnten wir das Turacin in Form eines gequollenen, volumi- 
ndsen, leuchtend roten Niederschlags fallen, der auf gehirtetem, 
glattem Filter abfiltriert und sorgfaltig mit schwach essigsaurem 
Wasser ausgewaschen wurde. Die Anwendung von schwach- 
saurem Wasser erwies sich als notwendig, da bereits Spuren 
von Ammoniak in der Luft geniigten, um das Waschwasser 
so alkalisch zu machen, daB es den Farbstoff liste. Es zeigte 
sich, daB das Filtrat beim Turacin, das aus alten Sammlungs- 
priparaten gewonnen war, schwach griinlich gefairbt war, wihrend 
bei Vogelbalgen neveren Datums, wie Herr Prof. Stresemann, 
Berlin, sie liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung stellte, das 
Filtrat véllig farblos blieb. Das gefillte Turacin wurde schlief- 
lich im Vakuum iiber Schwefelsiure und Atzkali getrocknet 
und stellte dann dunkelrote Lamellen dar. Die Ausbeute 
betrug aus einem Vogel 0,1—0,15 g. 








Gewinnung des Kupfersalzes des Uroporphyrins. 
Das von H. Fischer gewonnene Kupfersalz des Uro- 
porphyrinmethylesters wurde durch I1stiindiges Kochen mit 
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10°/,iger Natronlauge verseift und nach dem Filtrieren yy; 
Hisessig das Kupfersalz des freien Porphyrins ausgefillt. , 
stellte wie das Turacin in feuchtem, frischgefillten Zustang 
eine voluminése gequollene, leuchtend rote Masse dar, up) 
bildet nach dem ‘Trocknen ebenfalls dunkelrote glinzend 
Lamellen. Auch besitzt es gegeniiber verdiinnten Alkaliey 
dieselbe spielende Léslichkeit. Sein Spektrum in verdiinntey 
Ammoniak ist: 
572,1—552,6 ; 541,2—518,2 
562,8 529,7 








Versuch der Decarboxylierung mit Natronkalk. 


a) Nach dem Vorgange von Willstitter und Max Fische; 
wurde das Kupfersalz des Uroporphyrins im Reagenzrohr mit 
Natronkalk erhitzt, bis die Farbe der rétlichen Masse in Oliy. 
griin umschlug. Sodann wurde rasch abgekiihlt und mit Ather 
iiberschichtet. Jedoch erst beim Ansiuern mit Hisessig firbte 
sich der Ather rot und zeigte folgendes Spektrum: 

568,7—551,2 5 529,25 15,2 . 
559,9 522.2 

b) Nach dem gleichen Verfahren wurde nun Turacin in 
kleinen Proben mit Natronkalk erhitzt. Auch hier zeigte der 
Ather erst nach dem Ansiiuern mit Kisessig eine schwache 
Rotfarbung: 








565,1—555,6 ; 528,75 16,6 . 
560,3 522.6 








Trockene Destillation des Kupfersalzes, 
a) des Koproporphyrins. 

0,1 g des Koproporphyrinkupfers wurden in einem kleiner 
Kélbchen, dem eine mit Barytwasser beschickte Vorlage vor- 
geschaltet war, in Stickstoffatmosphire der trocknen Destillation 
unterworfen. Es wurden immer nur kleine Mengen eingetraget, 
die dann mit freier Flamme rasch und kriftig erhitzt wurden. 
Es entwickeln sich dabei starke weife Dimpfe und in der 
Vorlage entsteht ein kraftiger Niederschlag von Bariumcarbonat. 
Gleichzeitig entwickeln sich rotgefarbte Dimpfe, die sich an 
den kilteren Teil des Kélbchens als grober Beschlag absetzen. 
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iyi dem Mikroskop konnten in diesem Beschlag kleine 
E Krystillchen festgestellt werden. Das rote Sublimat erwies 
g sich in Ather léslich und zeigte folgendes Spektrum: 
564,6—550,6 ; 527,2—514,5 . 
557,7 520,8 

, Der Riickstand im Kélbchen erwies sich als Kohle. Die 
: | itherische Lésung lieB sich nach dem Eindunsten in zwei 
VE raktionen scheiden, indem bei Wiederaufnahme mit Ather 
q ‘ein darin schwer léslicher Riickstand verblieb. Die itherische 
p Lsung, deren Spektrum nun zwei Streifen mehr aufwies 

F (613,0- —603,6) ; 569,0—558,4 ; 556,2—546,1 ; 530,5—511,3 ; 
F 608,83 563,7 561,1 20,9 

486,7—474,0 
480,3 

F hinterlieB beim EKindunsten wohl Krystalle, doch war eine 
" krystallographische Identifizierung wegen der beigemengten 
‘Schmieren nicht méglich. Der in Ather schwerer ldsliche 
| Riickstand erwies sich als spielend léslich in Chloroform. Die 
 filtrierte Chloroformlésung zeigte folgendes Spektrum: 
569,3—550,0 ; 580,0—512,4 ; (498,5—478,4) 

: 559,6 522,2 485,9 
4 und hinterlieB beim Eindunsten Krystalle, die Dr. Steinmetz 
| folgendermaBen beschrieb: 

Lange Prismen, die gut ausgebildeten liegen in einer Orien- 
‘ tierung von rund 27° Ausléschung, zahlreiche kleinere Krystalle 
| sind anwesend, doch sind sie vielfach in Schmieren eingebettet, 
: so daB die Ausbildung der Krystalle mangelhaft ist.“ 
_ Eine Isolierung war wegen der schlechten Ausbeute aus 
' Materialmangel nicht méglich. 
































b) des Uroporphyrins. 
Das Kupfersalz des Uroporphyrins wurde nun der gleichen 
' Behandlung unterworfen und zeigen sich genau die gleichen 
‘ gir scheinungen. Die erhaltenen Krystalle beschrieb Herr 
p De. Steinmetz wie folgt: ,,Sehr kleine leistenférmige Krystalle, 
rot mit schiefer Auslischung etwa 30°, symmetrisch héchstens 
P monoktin einheitlich, daneben Schmieren ohne Doppelbrechung.“ 


Day ae 


< 
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Kinwirkung von Hisessig—Jodwasserstoff auf das 
Kupfersalz des Uroporphyrins. 


0,1 g Kupfersalz des Uroporphyrins wurden in 1 ccy 
Jodwasserstoffsiure (spez. Gew. 1,7) und 6 ccm Kisessig gelist 
und nach Zusatz von 0,2 g rotem Phosphor 2 Stunden lang 
im Schliffkolben auf dem Olbad gekocht. Dann wurde hei 
mit 2,7 ccm siedendem Wasser versetzt und abgesaugt. k; 
zeigte sich, dafS kaum Kupfersalz in Loésung gegangen war 
und konnte der gré8te Teil mittels verdiinnter Natronlauge 
vom Filter heruntergelést und mit Essigsiure gefillt werden, 
Durch Veresterung mit Dimethylsulfat entstanden rote Nadeln 
vom Schmelzp, 315° Das Kupfersalz des Uroporphyrins ist 
also véllig unveriindert geblieben. 


EKinwirkung von rauchender Salpetersiure aut 
Kupferuroporphyrin. 

0,05 g Kupfersalz des Uroporphyrins wurden mit 3 ccm 
rauchender Salpetersiure 12 Stunden stehengelassen. Nach 
dem Alkalischmachen mit Soda wurde mit Ather ausgeschiittelt, 
die itherische Lisung war aber nur sehr schwach gefirbt und 
zeigte in 5 cm dicker Schicht folgendes Spektrum: 

















625,5 —620,2 ; 580,7—573,4 ; 569,6—556,6 ; 531,5—552,5 : 
622,8 577,0 563,1 527,0 
503,2—484,8 . 

494,0 


Nun wurde mit Essigsiure angesiuert und dreimal mit 
Ather ausgeschiittelt. Der Ather war wieder schwach gefirbt 
und zeigte in dicker Schicht ein Spektrum, das dem vorigen 
ihnelt, nur sind die Banden verwaschener: 


624,2—619,4 ; 580,9—573,2 ; 568,7—557,0 ; 532,15 22,0 ; 
621,8 577,0 562,8 527,5 
502,4—485,0 . 

















493,7 

Aus dem Spektrum folgt, daB aufSer einer Abspaltung des 
Kupfers durch die Salpetersiure wahrscheinlich auch ein¢ 
Decarboxylierung zum Koproporphyrin erfolgt ist. Doch diirite 
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: 


Szum gréBten Teil das Molekiil zerstért worden sein; in An- 
p betracht der geringen Mengen war es jedoch nicht méglich, 
j pein Abbauprodukt zu fassen. 


 Hinwirkung von konzentrierter methylalkoholischer 
: Kalilauge 


a) auf das Kupfersalz des Uroporphyrins: 

0,1 g Kupfersalz des Uroporphyrins wurden mit 2 ccm 
50°/,iger Kahlauge und 3 cem 20°/,igem Kaliummethylat 
Fim Dinca 4 Stunden auf 250° erhitzt. Nach dem Er- 
B alten war kein Druck in der Réhre vorhanden. Der intensiv 

rotgefirbte Réhreninhalt gab folgendes Spektrum: 


574,7—518,0 ; 581,15 09,2 . 
561,3 522.6 








_ Mit Essigsiure konnte das Kupfersalz gefallt werden. Mit 
 Dimethylsulfat verestert, resultierten schéne rote Nadeln vom 
'Schmelzp. 316°. Das Kupfersalz des Uroporphyrins hat also 
‘die Behandlung mit konzentrierter methylalkoholischer Kali- 
: lauge ohne irgendwelche Schidigung seines Molekiils ertragen. 


b) auf Turacin: 
0,1 ¢ Turacin wurden mit 2 ccm 50°/,iger Kalilauge und 
F3 com 20°/,igem Kaliummethylat 4 Stunden im Druckrohr 
Pau 250° erhitzt. Auch hier war nach dem Erkalten kein 
E Druck in der Réhre vorhanden. Der alkalische Réhreninhalt 
j ergab folgendes Spektrum: 


570,4—565 5,5 3 544,8—525,8 . 
567,9 55,5 








| Mit Essigsiure wurde nun wieder das Kupfersalz gefallt 
| und mit Dimethylsulfat in der iiblichen Weise verestert. Aus 
q dem Chloroformextrakt schieden sich beim EKindunsten im 
- Vakuum kleine abgestumpfte Prismen aus. Da wir die Krystalle 

b jedoch nur ein einziges Mal erhielten und deren Menge zu 
Peiner genaueren Identifizierung zu klein war, konnte kein end- 
4 i giltiges Urteil iiber ihre Natur gefaBt werden. 
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Reduktion mit Natriumamalgam, 


a) des Kupfersalzes von Uroporphyrin: 

0,05 g Kupfersalz des Uroporphyrins wurden in 20 con, 
n/10-Kalilauge gelést und mit 10 g 21/,°/,igem Natriuy. 
amalgam in einer Stépselflasche geschiittelt. Bereits nag} 
10 Minuten war Braunfirbung eingetreten, doch zeigte sic) 
immer noch das Spektrum des Kupfersalzes. Nach weitere, 
5 Minuten war die Lésung vollkommen farblos geworden. |; 
wurde nun filtriert und 48 Stunden ein kriftiger Luftstron 
durchgeleitet. Erst nach etwa 2stiindigem Durchleiten tra 
die erste erkennbare Verfirbung auf. Die rote alkalische 
Lésung ergab folgendes Spektrum: 
616,2—605,8 ; 573,1—(562,8)—555,4 ;  543,4—533,6 ;  511,9—5946, 


ne eateries eee 
“ 


611,0 564,2 538,5 503,2 














Mit Essigsiure wurde nun das freie Porphyrin gefillt, 
abfiltriert und mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff in der ib- 
lichen Weise in den Ester iibergefithrt. Der Ester ergal in 
Chloroform folgendes Spektrum: 




















630,3—621,2 ; — (601,6—595,1); 585,5—575,8 ; 573,6—566,8 : 
625,2 598,3 580,6 570,2 
542,1—527,8 ;  518,9—487,7 . 
535,4 500,8 


Aus Chloroform—Methylalkohol erhielten wir Nadeln, die 
unter Aufblihen bei 295° schmolzen. Mischschmelzpunkt mit 
Uroporphyrinmethylester ergab keine Depression. 


b) des Turacins: 

0,1 g Turacin, gewonnen aus Turacus Zenkeri, wurden 
wie oben mit Natriumamalgam reduziert. Auch hier war nach 
15 Minuten vollige Entfarbung eingetreten. Es wurde nu 
wieder 48 Stunden Luft durchgeleitet und so eine dunkelrote 
Lésung erhalten. Dieselbe zeigte folgendes Spektrum: 
619,9—605,5 ; 574,1—(563,9)—554,9 ;  544,8—533,1 ; 512,8—494,2. 

611,2 564,5 538,9 503,5 

_ Das freie Turacoporphyrin konnte durch Zusatz von Essig: 
siure ausgefillt werden. Es wurde abfiltriert und mit Methyl- 
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q alkohol --Chlorwasserstoff verestert. Der Turacoporphyrin- 


te 


| methylester ergab folgendes Spektrum: 


ig 


ae 


ie 

















 630,6—620,9 ; (601,9—595,9) ; 586,4—575,8 ; 574,0—565,8 
B625,7 598,9 581,1 569,9 
543,4—526,8 ;  516,5—488,7 . 

535,1 500,1 


Also dieselben Zahlen wie oben beim ,,synthetisch-analyti- 
' schen Praparat™. 

Aus Chloroform—Methylalkohol krystallisierte der Ester 
‘in Form sehr kleiner Nadeln, die abgesaugt und mit Methyl- 
"alkohol nachgewaschen wurden. Nach dem Trocknen auf dem 
| Wasserbad schmolzen sie unter Aufblihen bei 295°. Misch- 
i schmelzpunkt mit Uroporphyrinmethylester ergab keine De- 


PEER SE OT AE RST RAE eras 


‘ pression. 
j Zur Analyse wurde das Priparat nochmals umkrystallisiert 
‘und nur die zuerst ausgeschiedenen Krystalle verwendet: 
| Analyse (Dr. Reind)): 
2,849 mg Subst. ergaben 6,310 mg CO,, 1,48mg H,O, 0,068 mg Asche. 
C,,H,,0,.N, Ber. 60,899, C 5,44°/, H 
Gef. 60,42 sy 5,80 - 


% ; 


| Untersuchung der turacinfreien Federn von Helm- 
i vogeln auf Kupfer. 


Kine Feder wurde wiederholt mit Schwefelsiure abgeraucht 
: und der Trockenriickstand nach dem Aufnehmen mit Wasser 
1 und Filtrieren mit Hilfe der von Hahn!) angegebenen Methode 
: untersucht. Das Ergebnis ]iBt darauf schlieBen, daB sich sehr 
; geringe Mengen Kupfer, etwa 0,001—0,01°/, in der Feder 
© vorfinden. 


Untersuchung des Kotes von Helmvégeln. 


| Yom Zoologischen Garten in Amsterdam erhielten wir mit 
/Alkohol _konservierten Kot von Turakis. Derselbe wurde in 
einer Porzellanschale getrocknet und im Mérser pulverisiert. 
; Das feine Pulver wurde mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff 


') Hahn u. Leimbach, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3072 (1923). 
.oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIII. 4) 
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angesetzt und nach 3tagigem Stehen die vermutlich dure § 
einen Pflanzenfarbstoff intensiv rot gefairbte Lésung abgesaug 
mit Methylalkohol ausgewaschen und im Vakuum zum Trockne § 
gebracht. Nach dem Aufnehmen mit Sodalésung fiallt oi) ve 
blauschwarz gefirbter Niederschlag aus, der abfiltriert unj 
griindlich mit Wasser ausgewaschen wird. Sodann wurde de — in 
Niederschlag im Soxhlet 3 Stunden mit Chloroform extrahicrt, 
Der gelbbraune Extrakt ergab nach starkem Konzentriery 
das Spektrum eines Kupfersalzes: 


565,8—556,8 ; 536,6—523,0. 
561,8 529,8 








Kinwirkung von Kupfersalz des Uroporphyrins au! 
Paramicien. 


Ks wurde eine Spur Kupfersalz zu einer wiiBrigen Av. 
schlammung von Paramicien gegeben. Weder in difiusen 
Licht noch in der grellen Mittagsonne zeigte sich eine Kip. 
wirkung auf die Tierchen. 


Farbeversuch mit dem Kupfersalz des Uroporphyrins 


Die zur Farbung verwandte Seide bzw. Wolle wurde 
zuerst durch Kinlegen in eine ammoniakalische Kupfersal:. 
lésung gebeizt, sodann der gebeizte Strang mit einer Lisuns 
von Uroporphyrin in Ammoniak gekocht und nach etwa 
10 Minuten, ohne auszuwaschen, die Farbung durch Einbringe 
in verdiinnte Essigsiiusze fixiert. Hier wurden die Stringe 
kurze Zeit gelassen und erwies sich dann die Farbe als durchaw 
waschecht. 












Farbeversuch mit dem Kupfersalz von Mesoporphyrin 


Der Wollstrang wurde zuerst durch Kinbringen in eine 
essigsaure Lésung von Kupferacetat gebeizt und dann, ole 
auszuwaschen, in eine heiBe Lisung von Mesoporphyrin 1! 
Kisessig gebracht. Es bildete sich dann direkt auf der Fase! 
das Kupfersalz und erwies sich diese Firbung als durchav 
waschecht. 
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_ 8 kg obergirige Bierhefe (Léwenbrau, Minchen) wurden 
mit 5 Liter Leitungswasser und etwas bereits gefaulter Hefe 
yon einem fritheren Versuch zur Fiulnis angesetzt. Nach 


oad eats Syke igsabeeds i 9 
OES 


” 4wochentlichem Stehen wurde der Ansatz mit Kisessig—Ather 
4 in der tiblichen Weise verarbeitet, aus den intensiv braun- 
D gefiirbten itherischen Ausziigen das Porphyrin in 5°/,iger 
 Salzsiiure geschiittelt. Die Salzsiure wurde mit Natriumacetat 
: abgestumpft und das Porphyrin so wieder in Ather gebracht. 
" Die iitherischen Lisungen wurden eingedampft und der Trocken- 


 riickstand mit Methyalkohol—Chlorwasserstoff in der iiblichen 
Weise verestert. Die chloroformische Liésung zeigte folgendes 
Spektrum : 

1. 625,3—617,7; IL (596,9—592,0); III. 581,4—572,0, 569,9—564,0 ; 

















621,5 594,4 576,7 566,9 
IV. 539,0—525,6 ; VV. _-511,3—485,6 . 
532,38 498,4 


a Der Ester wurde aus Chloroform—Methylalkohol um- 
| krystallisiert und resultierten Nadeln vom Schmelzp. 251° mit 
' braunviolettem Oberflichenglanz. Wir legten diese Nadeln 
q ebenso wie Koproporphyrinmethylester aus dem Kote Petrys 
Hrn. Dr. Steinmetz vor, der uns Folgendes mitteilte: 


Das Priparat Koproporphyrinmethylester Schmelzp. 246° 
" besteht aus leistenformigen Krystillchen mit einer Ausléschungs- 


A schiefe von 34—36° und zwar zeigt die Schwingungsrichtung 
mit dem Wert 35° schon starke Absorption, tief dunkelrote 


: Farbe, an dickeren Krystallen itiberhaupt vollige Absorption, 


| die dazu senkrechte Schwingung ist hellbraungelb. 


Ganz die gleichen Auslischungs- und Absorptionsverhiilt- 


' nisse finden sich bei dem neuen Priparat, bei dem nur die 
| Krystalle nicht so gut ausgebildet sind. 


Yom krystallographischen Standpunkt liegt somit kein 


| Grund yor, an der Identitait beider Kérper zu zweifeln.“ 





Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
3. Mitteilung. 


Zur Kenntnis des Methimoglobins und seiner Derivate. 








Von 


Dr. med. et rer. nat. Felix Haurowitz, Assistent. 
Mit 6 Figuren im Text. 








el 

‘ 
(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Universitit in Prag) a | 
(Der Redaktion zugegangen am 25. April 1924.) in 

P g 
Uber methimoglobinbildende Substanzen wurden en & ,, 


gehende Untersuchungen von Dittrich!) vorgenommen; den & g 
Mechanismus der Methimoglobinbildung haben Hiifner’, q S) 
Zeynek’), Reinbold‘), Haldane) und Kister®) mittes & ,, 
gasanalytischer und spektroskopischer Methoden untersucht & ,, 
Thre Untersuchungen bezogen sich vor allem auf das durch & jy, 
die Kinwirkung von Ferricyankalium gewonnene Methimoglobin. & 4 
Heubner’) klirte durch seine eingehenden Untersuchungen 
iiber die Methimoglobinbildung durch Chinone und Amine die & {j 
Frage, wieso das MHb sowohl durch oxydierende als auch & |, 
durch reduzierende Substanzen gebildet werden kénne. 
Ob diese auf derart verschiedenem Wege erhaltenen ,,Met- 
himoglobine“ identisch seien, ist bisher nicht einwandfrei be- eK 
wiesen worden. Kinerseits sind nur wenige fiir Methimoglobun 
typische Reaktionen bekannt, andererseits sind die Gesetzmibig- 
keiten des Spektrums in saurer und alkalischer Liésung noch & f 
zu wenig untersucht, so daB von manchen Autoren Absorptions- FF 
streifen beobachtet werden, die andere bestreiten. (Streifen ll F 
und III im Spektrum der neutralen Lésungen.) Da das Ab- & 
sorptionsspektrum der Blutfarbstoffe eine Eigenschaft ist, die 
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Bes gestattet, sie qualitativ und quantitativ zu untersuchen, so 
2 B chien es winschenswert, dasselbe einer eingehenden Unter- 
| ‘ suchung zu unterziehen. Die dadurch gewonnenen Erfahrungen 
: verleichterten wesentlich die Untersuchung des durch ver- 
: " schiedene Agenzien erhaltenen Methimoglobins und seiner 
7 | Derivate. Uber diese Untersuchungen soll anschlieBend be- 


F yichtet werden. 


I. Uber das Absorptionsspektrum des Methamoglobins 
in saurer und alkalischer Losung. 


. Colorimetrische und spektroskopische Versuche, 


: Bei der Einwirkung von K,FeCy, auf OHb erhalt man 
eine MHb-Lésung, die nach den sehr eingehenden Versuchen 
Vey ‘neks%) und den zahlreichen sorgfaltigen Messungen Haris§8) 
‘im Rot und Blau Absorptionsstreifen zeigt, nicht aber im 

Gelbgriin und Griin. Zahlreiche andere Autoren, z. B. Qua- 
i gliarello™, beobachten dagegen neben den Streifen in Rot 
/und Blau noch solche in Gelbgriin und Grin, etwa an jenen 
Stellen, an denen die typischen Miemehinenctiattien des OHb- 
F Spektrums liegen. Sie werden von manchen auf Beimengung 
_von OHb zuriickgefiihrt. Verwendet man an Stelle des K,FeCy, 
: andere MHb-bildende Substanzen, so wird das Auftreten der 
‘beiden Streifen im Griin viel deutlicher. Im Gegensatz zu 
‘diesen Unstimmigkeiten beziiglich des MHb-Spektrums in 
‘ saurer Lisung herrscht seit den Untersuchungen Zeyneks’*) 
4 Ubereinstimmung iiber das Spektrum des alkalischen MHb. 
: In den von Hiifner angegebenen Spektralgegenden zeigt dieses 
einen konstanten Quotienten der Extinktionskoeffizienten = 


' Derselbe wurde von Zeynek®*) fir MHb bestimmt, das durch 
/K,FeCy, und KMnOQ, dargestellt wurde. serene ®) fand den 
gleichen Wert bei Methimoglobin, das durch die Einwirkung 
‘von NH,OH erhalten worden war. Kiirzlich fand Zeynek?®) 
fiir Siuremethimoglobin die gleichen optischen Konstanten. 

_ Es lag nun nahe, die gelegentlich neben dem Streifen im 
“Rot beobachteten 2 Streifen im Grin auf eine Beimengung 
Hyon ,alkalischem MHb“ zu ,,saurem MHb“ zuriickzufiihren und 
: den Ubergang der beiden Modifikationen ineinander zu beob- 
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achten, Schon Zeynek) und spiiter Hartridge") hatte, — 
beobachtet, da8 sich bei Titration des MHb mit NaOH 4, 
Spektrum allmihlich andert. Reinbold**) hatte gefundey 
da8 1 Mol. MHb 5,1—11,9 Mol. NaOH zur Neutralisation ye. 
braucht. Ein einfacher Versuch mit den von Sdérensey! 
beschriebenen Puffermischungen ergab uns, daB sich das MH} 
wie ein Indikator verhilt, der in saurer Lésung bei p, <1 
das reine Spektrum des sauren MHb zeigt (ohne Streifen iy 
Gelbgriin und Griin), in alkalischer Lésung bei p,, > 9 das 
Spektrum des alkalischen MHb und bei p,, = 7—9 allmihblich 
umschliet. 

Ein weiterer Versuch zeigte, daB die dabei auftretendy 
Farbungen nach dem Walpoleschen Prinzip in die braue— — 
Komponente des sauren MHb und die rote Komponente de 
alkalischen MHb zerlegt werden kénnen, und daB eine Zi. 
nahme der einen einer prozentuell gleich groBen Abnahm 
der anderen Komponente entspricht. Durch einfaches Hinte. 
einanderschalten von Réhrchen, die steigende Mengen von MHb 
in saurer Lésung bzw. fallende Mengen von MHb in alkalischer 
Lésung enthielten, konnten alle Farben des MHb im Umschlags. 
intervall unter Zuhilfenahme eines Walpoleschen Komparator 
erzielt werden. Durch diesen Versuch konnte in erster At- 
niherung festgestellt werden, wieviel von jeder Komponente 
bei einer bestimmten p,, vorhanden ist. 


Methodik. 


12 Eprouvetten wurden mit je 1 ccm 0,95°/, iger Methiimoglobix 
lésung und 4 ccm Puffermischung versetzt. Die Methimoglobin]ésung 
wurde aus reinem OHb durch Zusatz von K,FeCy, dargestellt, die 
Puffermischungen nach Sérensen aus primarem und sekundirem m/1i- 
Phosphat, bzw. aus 0,7505°/) igem Glycin in 0,585°/, iger NaCl-Lésung 
und n/10-Natronlauge. — Es wurden weiter je 2 Eprouvetten mit 1,!, 
0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,8, 0,2 und 0,1 cem der 0,95 °/, igen Methimo- 
globinlésung versetzt und davon stets eines mit ,,Zitrat’ (d.i. eine 
Lésung von 21,008 g Citronensiure in 1 Liter n/5-Natronlauge) und das 
zweite mit 0,1°/, iger Sodalésung auf 5,0 ccm aufgefiillt. — Siimtliche 
Eprouvetten hatten gleiche MaBe (12 mm Innendurchmesser). Alle Lé- 
sungen wurden aus CO,-freiem Wasser bereitet. — Die ,,Zitrat“losung 
besitzt eine py, = 5,0. 
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In ein Fach eines Walpoleschen Komparators wurde die ent- 

prechend gepuflerte Methimoglobinlésung ,,M“ verschiedener py, gestellt, 
 dahinter eine Eprouvette mit Wasser. In das zweite Fach kam eine 
L, 4 Eprouvette mit sodaalkalischer, dahinter eine solche mit citratsaurer 
" Methiimoglobinlésung, so zwar, da8 in beiden zusammen 1 cem der 
 Methimoglobinlésung war, also 0,1 + 0,9, 0,2 + 0,8 usw. bis 0,9 + 0,1, 
"1.0 + 0,0. Hinter die Réhrchen mit je 1,0 ccm MHb wurden natiirlich 
: ’ Eprouvetten mit reinem Wasser gestellt. 
‘® — Aus der folgenden Tabelle ist ersichtlich, welche Réhrchen 
“B den der gepufferten Methimoglobinlésung entsprechenden 
‘ Farbenton aufweisen, bzw. wieviel Prozent sauren und wieviel 
Prozent alkalischen Methimoglobins darin enthalten sind. 
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Tabelle 1. 
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Q ESE . ET 
ny om) * ee e th d F ‘b- 
77 Methiimoglobinlésung M enthilt tir «nn - 
oe —_—_—_—— SS ———— ——— $< 
Pu | 0,95°/,iges | primiren | sekundiiren gaures alkalisch. 
Zl MHb Phosphor Phosphor MHb MHb 
: ecm ecm cem % | vis 
iE 60 100 | 352 | 0,48 100 =| OO 
70 1,00 1,52 | 2,48 100 0 
7,3 1,00 | 0,96 3,04 90 10 
EE i 1,00 ! 0,52 3,48 80 20 
. wee 1,00 | 0,28 3,72 70 30 
. Glykokoll Natron 
we 82 100 | 38,92 0,08 50 50 
p85 1,00 3,84 0,16 30 70 
E 88 1,00 3,68 | 0,82 20 | 80 
B91 1,00 348 | 0,52 ae 90 
B94 1,00 3,20 0,80 o | me 
F 10,0 1,00 280 | 1,20 0 | 100 
F 11,0 1,00 2,56 | 1,44 0 / 100 
< 
q Die Proben wurden stets spektroskopisch kontrolliert. Bei 
_ spektroskopischer Betrachtung im Komparator konnte das ent- 
if ee ° 
sprechende Réhrchenpaar viel exakter festgestellt werden. 
: Der Absorptionsstreifen I im Rot war von p,, 6,0 bis 
_?, 76 noch deutlich sichtbar, wurde dann undeutlich, bei 


p,, 8,5 eben noch sichtbar; dann verschwand er. Der Streifen IT 
' im Gelbgriin tauchte bei p,, 7,3 auf, bei p,, 8,2 der dazu ge- 
: hérige Vorschlagsschatten im Gelb; beide wurden bei starkerer 





{ 
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Alkalitat deutlicher, ebenso der bei p,, 7,6 deutlich erscheineyg, 
Streifen III im Griin. Der Streifen IV im Blau war bei saure, 
Reaktion sehr deutlich, wurde allmahlich schwicher, war abe, 
bei p,, 8,8 noch schwach zu sehen. 


Kiner eigenartigen Beobachtung sei noch Erwihnung getan. 

Beim Verdiinnen der gelbbraunen sauren Methimoglobinlisuny 
wird diese rotbraun. Eine gleich konzentrierte rote alkalische Methiim. 
globinlésung wird beim Verdiinnen mit kohlensiiurefreiem Wasser meh; 
gelblichbraun. Es beruht dies auf der verschiedenen Lage und Intensiti; 
der Absorptionsstreifen, die in verdiinnter saurer Lésung blaugriin ay. 
léschen, dagegen blau durchlassen, in verdiinnter alkalischer Lisung 
hingegen das griine und fast das ganze blaue Gebiet ausléschen. 

Das Resultat dieser Versuche ist graphisch in Figur 3 


dargestellt. 


2. Spektrophotometrische Bestimmung. 


Kin genaueres Resultat als die einfachen colorimetrischen Ver. 
suche liefert die spektrophotometrische Untersuchung. Dieselbe 
wurde mit einem Hiifnerschen Spektrophotometer vorgenommen, 
Die Breite des Kollimatorspaltes betrug 40 uu, die Breite der 
Okularblende 0,7 Teilstriche. Sie wurde wihrend des Spektro- 
photometrierens nicht veriindert, so daB die Breite der beob- 
achteten Spektralgegenden von etwa 11 wu in Rot itiber 8 wm 
in Griin in 4 ww in Blau iiberging. Als Lichtquelle diente ein 
Auerlicht in etwa 25 cm Entfernung vom Kollimatorspalt. Die 
zu untersuchende Fliissigkeit wurde in einem Absorptionsgefil 
aus Glas von 1,1 cm Schichtdicke untersucht. Die Absorptions- 
zelle wurde bis zum Rand gefillt und durch ein vollkommen 
schlieBendes Glasplittchen vor der Kinwirkung des CO, der 
Luft geschiitzt. Die Dicke des Schulzschen Kérpers betrug 
10mm. Die Eichung des Instrumentes wurde an den Linien 
des Sonnenspektrums vorgenommen und an einer Heliumréhre 
nachgepriift. 

Da der ganze Spektralbereich einer Methimoglobinlésung 
bei verschiedener p,, untersucht werden sollte, waren etwa 
400 Extinktionskoeffizienten zu bestimmen. Nun _ werden 
Methimoglobinlésungen beim Stehen selbst bei 0° leicht redu- 
ziert; Zusatz von Alkohol sollte vermieden werden; daher 
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de © muBten die Messungen in moglichst kurzer Zeit erfolgen. Wir by 
er © begniigten uns deshalb mit 4 (an Stelle der sonst iiblichen 10) a 
«® Ablesungen und nahmen nur an bestimmten uns wichtig 
© erscheinenden Spektralstellen 10 Messungen vor. Die Mittel- | 
> werte aus den letzteren sind in der Tabelle fett gedruckt. e 
‘® Die zu untersuchenden Lésungen enthielten in 5 ccm stets | 
f ccm einer 0,95°/, igen frischen Methimoglobinlésung, 1 ccm 
‘koblensiurefreien Wassers und 3 ccm Pufferlésung, also 
- & 0,19°/, MHb. Die Methamoglobinlésung wurde aus OHb be- 
¢ fF reitet, das nach dem in der 1. Mitteilung beschriebenen Ver- 
F fahren gewonnen und 3mal umkrystallisiert worden war. Es 
> wurde in CO,-freiem Wasser gelést und mit einer etwas 
q » oriBeren als 4 berechneten Menge von geléstem K,FeCy, 
B versetzt. Die Lésung wurde mit CO,-freiem Wasser verdiinnt, 
pis ihre Konzentration an MHb 0,95°/, erreichte (berechnet 
‘aus einer Bestimmung des Trockenriickstandes unter Abzug 
® der Korrektur fiir K,FeCy,). 
_ Als Pufferlésungen fiir p,, 6 bis p,, 8 dienten die m/15- 
» Phosphatgemische nach Steeneens >") fir p,, 8,5 bis p, 13 
F wurde das Glykokoll—Natrongemisch Sérensens verwendet. 
‘Die Lésungen des Methimoglobins in den Puffergemischen 
-wurden sofort nach ihrer Herstellung spektrophotometriert, 
um eine Anderung ihrer p,, durch aus der Luft absorbierte CO, 
-m verhindern, Um streng vergleichbare Werte, wenn auch 
'in beschrinktem Spektralbereich zu haben, wale stets in der 
cay Konzentration des Farbstoffes — d. i. 0,19°/, — unter- 
sucht. Naturgemi& wurden dadurch die Beobachtungsfehler 
‘im blauen Teil des Spektrums gréBer, doch langte fiir unsere 
Zwecke die Beobachtung des iibrigen Spektralbereiches voll- 7 
-kommen aus. Die Extinktionskoeffizienten ¢ wurden aus den | 
F abgelesenen Winkeln g nach der Formel ¢ =— log cos?¢ 
‘durch Ablesung aus Tabellen erhalten, die von Herrn Prof. | 
/Zeynek zusammengestellt und noch nicht verdffentlicht sind. 
Durch Division durch 1,9 (entsprechend der Konzentration von | 
0,19°/,) wurden aus diesen Werten die spezifischen Extinktions- 7 
} koeffizienten (nach Hari) fiir 0,1°/,ige Lésungen erhalten | ; ic 
‘Tab. ID. ao 
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Tabelle II. 
Spezifische Extinktionskoeffizienten x 10%. 

Wellen- Pu = 

linge ane aba iii 

in mu 5,0 | 6,0 | 7,0 | 7,5 | 8,0 | 8,5 | 9,0 | 10,0} 11,0 | 195 
656—645 | 116 | 157 | 144 | 182 | 140 | 106 | 105 | 77! 94. ¢ 
648—6388 | 223 | 220 | 187 | 190 | 203 | 144 | 180 | 101 | 116 
641—6381 | 234 ; 237 | 252 | 252 | 243 , 182 | 165 | 125 | 142 4g) 
634—624 | 260 | 250 | 249 | 249 | 245 | 199 | 180 | 156 | 160) 147 
628—618 | 238 | 240 | 234 | 234 | 237 | 219 | 189 | 197 | 197 | 17% 
620—611 | 220 | 216 | 218 | 230 | 234 | 229 | 272 | 260 | 265 | ay 
614—605 | 203 | 184 | 200 | 232 | 248 | 249 | 330 | 324 | 885 | 348 
607—598 | 184 | 180 | 211 | 220 | 264 | 288 | 385 | 397 | 384 | 408 
601—592 | 187 | 182 | 203 | 241 | 279 | 309 | 405 | 410 | 410 | 449 
594—585 | 199 | 193 | 212 | 255 | 297 | 341 | 435 | 445 | 445 | 455 
587—579 | 215 | 207 | 226 | 259 | 312 | 360 | 462 | 492 | 404 5% 
581—573 | 225 | 224 | 242 | 276 | 336 | 365 | 486 | 503 | 504 | 537 
576—568 | 225 | 225 | 257 | 276 | 328 | 362 | 487 | 481 | 500. 521 
570—563 | 227 | 228 | 256 | 272 | 323 | 363 | 444 | 468 | 479 | 510 
565—558 | 230 | 229 | 250 | 267 | 326 | 367 | 480 | 464 | 465 459 
560—553 | 239 | 240 | 260 | 292 | 339 | 380 | 444 | 461 | 482 | 489 
555—548 | 270 | 275 | 292 | 320 | 362 | 421 | 486 | 510 | 522 | 525 
550—543 | 304 | 318 | 228 | 351 | 419 | 451 | 526 | 541 | 562 | 52 
545—539 | 330 | 352 | 364 | 377 | 488 | 478 | 5385 | 566 | 575 590 
540—534 | 368 | 372 | 391 | 424 | 448 | 483 | 542 | 558 | 559 | 598 
586—530 | 880 | 375 | 405 | 443 | 456 | 472 | 585 | 5388 | 540 591 
5382—526 | 384 | 388 | 417 | 452 | 469 | 449 | 515 | 507 | 526) 544 
528—522 | 400 | 405 | 424 | 456 | 500 | 484 | 508 | 469 | 470 | 500 
523—518 | 430 | 455 | 449 | 473 | 485 | 484 | 502 | 429 | 451 | 473 
520—515 | 462 | 466 | 490 | 500 | 504 | 445 | 490 | 481 | 432 | 461 
516—512 | 488 | 490 | 501 | 517 | 501 | 459 | 490 | 420 | 427 | 448 
513—509 | 50 | 510 | 530 | 530 | 502 | 483 | 498 | 421 | 410 | 435 
507—503 | 501 | 533 | 592 | 569 | 519 | 488 | 511 | 483 | 429 | 442 
500—496 | 512 | 539 | 565 | 556 | 527 | 508 | 517 | 464 | 450 | 492 
494—490 | 518 | 4789] 549 | 566 | 527 | 525 | 583 | 502 | 494 | 52l 
488—484 | 484 | 506 | 528 | 587 | 527 | 520 | 578 | 504 | 540 | 578 
482—478 | 450 | 455 | 501 | 521 | 520 | 510 | 608 | 522 | 585 | dil 


Sie wurden in der von Hari®) angegebenen iibersichtlichen 


























Weise graphisch dargestellt, wobei « stets auf die Mitte des 
beobachteten Spektralbezirkes bezogen wurde (Fig. 1.) 
In Fig. 1 sind die Werte fiir « auf der vertikalen, jene 
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: Bir die Wellenlange auf der horizontalen Achse aufgetragen. 


Sin dem Bereich, der fiir die Beobachtung am giinstigsten war, 
pd. j, von 2 = 625 bis 2 = 525 sind die Kurven fiir p,, 7,0, 7,5, 
8,0, 9.0 eingezeichnet, im ganzen Bereich nur die Kurven fiir 
f saures MHb (Mittel aus p,, 5,0 und 6,0), fiir alkalisches MHb 


B (us Py 10,0 und 11,0) und fir MHb bei p,, 8,5. 
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Fig. 1. 


Aus der Figur ergibt sich vor allem, daB simtliche Ab- 


' sorptionskurven zwischen jenen bei stark saurer und stark 
_ alkalischer Reaktion verlaufen. Als typisch ,,alkalisches Met- 
| himoglobin* wird jenes bei p,, 10,0 aufgefaBt; das Methimo- 
globin bei p,, 11,0 scheint damit identisch zu sein; dagegen 


erfolgt bei p,, = 13,0 (n/10-NaOH) sofort Umwandlung zu 


| Himatin, bei p,, = 12 sehr allmahlich. Als typisch ,,saures 
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— 1) 


(Citrat-HCl-Gemisch) erfolgt sofort Hamatinbildung; bei p, = , 
(Citrat-HCl-Gemisch) sehr allmahlich. Bei p, =5 (Citrai 
scheint noch typisches saures Methimoglobin zu bestehen. Die 
Lésungen, deren p,, zwischen 6 und 10 lag, zeigten Extink. 
tionskoeffizienten, die zwischen jenen des sauren und 
alkalischen Methimoglobins lagen. In jenen Punktey, 
wo beide die gleichen Extinktionskoeffizienten haben (etwa bej 
A = 623), besitzen, wie aus der Figur ersichtlich, simtliche 
Lésungen den gleichen Extinktionskéeffizienten. — In den 
zweiten derartigen Punkt, bei 4 = 524 ist durch den grofen 
Beobachtungsfehler im Blau diese Erscheinung nicht so exakt 
zu sehen. Dagegen zeigt die vergleichsweise abgebhildete 
OHb-Kurve iibereinstimmend mit Hari!*) keine ersichtlichen 
Beziehungen zu den MHb-Kurven, wenn man von der Koinzi- 
denz der Lage der Maxima absieht. 


Methamoglobin“ wird jenes bei p,, = 6 aufgefaBt; bei p, =; 


Die Spektrophotometrie ergab also in Uberein- 
stimmung mit den bereits erwahnten colorimetrischen 
Versuchen, daB die verschiedenen Absorptionsspek- 
tren des Methaimoglobins einer Kombination der 
Spektren des alkalischen und sauren Methimoglobins 
entsprechen; die Annahme des Auftretens neuer Farbstoffe 
beim Alkalisieren erscheint iiberfliissig und den Tatsachen nicht 
entsprechend. 


Hari’) faBt das alkalische Methimoglobin als eine Mischung auf, 
in der neben OHb und saurem MHb noch andere Farbstoffe sein 
miissen, denn es gelingt ihm nicht, durch Summation der Kurven des 
OHb und des sauren MHb jene des alkalischen MHb zu erhalten. 
Hierzu ist zu bemerken, da die Annahme der Gegenwart von OH) 
bloB wegen der Gleichheit der Absorptionsmaxima kaum beweisend ist. 
Setzt man zu alkalischen MHb-Loésungen eine Substanz, die die Re- 
aktion auf p;, = 4—6 indert, also etwa Citrat, primires Phosphat 
oder Kakodylsiiure, so entsteht sofort dasSpektrum des sauren 
MHb, wahrend OHb-Lésungen keine Verinderung zeigen. Diese 
Reaktion tritt auch bei reinem MHb ein, wenn das MHb-bildende Agens 
durch Dialyse entfernt worden war oder auch, wenn dasselbe mit kaum 
meBbarer Geschwindigkeit reagierte. Die Umwandlung des sauren in 
das alkalische Methimoglobin und umgekehrt liBt sich am gleichen Pri- 
parat mehrmals wiederholen. 








9 
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Ein weiterer Unterschied zwischen alkalischem MHb und OHb ist 


" der Verlauf der Absorptionskurve im Gelb. Bekanntlich zeigen alkalische 
'Lisungen von MHb etwa bei 2 = 610 ein starkes Ansteigen der Ab- 
A sorption, das sich als deutlicher Schatten rotwirts vom starken Streifen 
‘im Gelbgriin dokumentiert. Dem OHb fehlt dieser Schatten. Hari‘) 
findet ihn bei seinen zahlreichen sehr genauen Messungen des alkalischen 
“MHb ebenfalls, zieht jedoch in den Zeichnungen die Kurve an dem beob- 
; achteten Punkt vorbei. Nun entsprechen meine Kurven aus den bereits 
erwihnten Griinden nur dem Mittelwert von 4 Messungen und weisen 
‘in bezug auf Einzeiheiten des Verlaufs Schwankungen auf. Doch fand 
‘ich bei wiederholter Untersuchung dieser Stelle in allen Fillen regel- 
' mibig ein ,,treppenformiges“ Ansteigen der e-Werte im Gelb. Der Unter- 
schied zwischen OHb und alkalischem MHb an dieser Stelle, der ja bei 
Beobachtung mit jedem Taschenspektroskop in die Augen springt, ist 
q also durch die Spektrophotometrie eindeutig und quantitativ zu verfolgen. 


In den Spektralgegenden 4=576 und 4 = 540 zeigt die 


‘ Absorptionskurve des sauren Methimoglobins eine stirkere 
: Neigung, die sich bei Betrachtung im Spektroskop als ,,schwacher 
Schatten“ (vgl. Zeynek)*5) dokumentiert. Haris’) Absorptions- 
kurve des sauren Methiimoglobins zeigt einen ahnlichen Verlauf. 


Ein weiterer Unterschied zwischen OHb und alkalischem MHb ist 


das Verhalten gegen KCy, welches in der Kilte nur Methimoglobin in 
Cyanhimoglobin umwandelt, ferner das Verhalten gegen H,O, und KF. 


Betrachtet man das MHb wie es direkt durch Reagenzien- 


einwirkung erhalten wird, als ein im Gleichgewicht befindliches 
'Gemisch von saurem und alkalischem MHb, so lassen sich aus 
dem Verlauf der Absorptionskurven des sauren und alkalischen 
Methimoglobins mit Hilfe der Hiifnerschen Formel die ab- 
 soluten Mengen _— der beiden Bestandteile bestimmen. Nun 


4 ist der Quotient — in den beiden von Hiifner angegebenen 


’ Spektralgegenden oan und IV in Fig. 1) fir das saure Met- 
himoglobin und das Oxyhimoglobin fast gleich, jener des 
alkalischen Methimoglobins etwas kleiner. Viel gréBere Diffe- 
‘tenzen findet man im Bereich des Streifens in Gelbgriin und 
des Streifens in Rot (I und II in Figur 1). Die Beobachtungs- 
-fehler fallen hier weniger ins Gewicht. Es wurden daher in 
diesen beiden Gegenden stets 10 Messungen vorgenommen, der 
' Mittelwert aus diesen bestimmt und auf diese Weise der Quo- 


F tient < erhalten. Der Wert « wurde in der Gegend II 
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(A = 573—581 uu) gemessen, « in der Gegend I (A = 624 jj, 
634 wy). 
Setzt man in der Hiifnerschen Formel 

8 (100 — ae + we,’ 
é (100 — xe, + re,’ 
die beobachteten spezifischen Extinktionskoeffizienten als , 
baw. é ein, die bei p,, = 6 beobachteten spezifischen Extinktion;. 
koeffizienten 0,250 und 0,224 als «, bzw. ¢,’ und die bei p,, = |i 


beobachteten Werte von 0,156 und 0,503 als «, baw. «,’, so is 


é 
25,0 — — 224 


ud r= ine 

0,279 + 0,094 - 

In Tabelle III sind die aus dieser Formel berechneta 

prozentischen Werte an saurem und alkalischem Methaimoglobiz 

fir p, = 5,0 bis p, = 11,0 zusammengestellt. — Die Wert 
é &,, €, und «,’ sind Mittelwerte aus je 30 Messungen. 








& 22,4 — 0,224 2 + 0,503 x 


e 25,0 — 0,250” + 0,156 a 








Tabelle III. 














:’ x 100 — # 
sea . (- ; ) (=, alkal. MHb) | (= °/, saures MBl) 
5,0 0,90 (0,27) (99,73) 
6,0 0,896 0,00 100,00 
7,0 0,972 5,14 94,86 
7,5 1,108 13,8 86,2 
8,0 1,370 29,0 71,0 
8,5 1,833 51,8 48,2 
9,0 2,69 84,3 15,7 
10,0 8,23 100,0 0,0 
11,0 3,15 (97,9 (2,1) 











Tragt man die Werte fiir p,, und z in ein Koordinater- 
system ein, so erhalt man eine Kurve, die einen ihnliche 
Verlauf zeigt, wie die in erster Anniherung erhaltene Kuve 
aus den colorimetrischen Messungen. In Figur 2 ist di 
colorimetrisch bestimmte Kurve gebrochen gezeichnet, “i 
spektrophotometrisch bestimmte ausgezogen. 

Danach wiirde beim Alkalizusatz zu einer sauren MHI 
Lisung das MHb mit steigender p,, anfangs langsam, dan! 
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schneller und schlieBlich wieder langsamer die optischen Kigen- | 
- schaften der alkalischen Modifikation annehmen. Bei p,, = 8,4 | 
: _wirde das Gleichgewicht etwa 50°/, betragen. 
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Fig. 2. 


. Hartridge*™) hat bereits die Analogie des Methiimoglobins mit 
einem Indikator betont und einige anniihernde Messungen iiber den 
Prozentgehalt an saurem und alkalischem Methimoglobin bei verschie- 
dener py vorgenommen. Er beobachtet einen dhnlichen Verlauf des 
Gleichgewichts wie wir, nimmt jedoch — wie aus seiner Skizze hervor- 
geht — einen linearen Ablauf der Umwandlung, die zwischen py 8 
und 9 erfolgen soll, an. Exakte spektrophotometrische Messungen hat 
-@ er nicht vorgenommen. 


| Die GréBe der Absorptionskoeffizenten 4, und 4, far die 
7 beiden bezeichneten Spektralgebiete I(A = 624 — 634) und 
I= 573 — 581) geht aus der folgenden Tabelle hervor, in 
_ der ¢ und é’ die spezifischen Extinktionskoeffizienten dieser 
| Gegenden sind. 





Tabelle IV. 

















a’ 1 

; os f 4, = 107-3. — — =o. 

Pu Q Ay P A; = 10 * 

6,0 0,896 0,00400 0 00446 

7,0 0,972 0,00401 0,00413 

7,5 1,108 0,00401 0,00362 

8,0 1,370 0.00408 0.00298 

8,5 1,833 0,00502 0,00274 | 

9,0 2,69 0,00556 0,00206 
10,0 3,23 0,00641 0,00198 
a Wurden die untersuchten Liésungen auch nur 1 Tag bei 


Zimmertemperatur oder lingere Zeit in der Kiilte stehen ge- 
lassen, so triibten sie sich (durch Bakterien?); die Absorptions- ; 





| 
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koeffizienten schwankten dann und es wurden Kurven erhalten, kali 
die aus dem oben erhaltenen typischen Bild herausfielep, lind 
Dieselben gelten also nur fiir frisches MHb. Im tibrigen ist Nak 
auch hier, so wie bei Indikatoren an Beeinflussung des Farb.§ >*¢ 
tones durch groBe Mengen von Salzen und anderen Stoffey§ 12! 
zu denken. Es sei besonders hervorgehoben, daB die Zulissig. Taf 
keit der Anwendung des Methimoglobins als Indikator in hio.§ ist 
chemischen Versuchen erst eingehend gepriift werden miifte. alk 





II. Uber Methamoglobinbildung. 


Die im ersten Abschnitt gewonnenen Erfahrungen iiber§ die 
das Spektrum des sauren und alkalischen Methimoglobins ge. § pw 
statteten eine genauere vergleichende Untersuchung der zahl- § sch 
reichen durch verschiedene Substanzen gewonnenen ,,Methiimo- § ob: 
globine*. Im folgenden werden diese Substanzen gruppenweise 
zusammengefaft und es soll hier nur die stets befolgte Unter. § Su 
suchungsmethodik vorweggenommen werden. Als Ausgangs-§ be 
material diente lediglich das hier leicht in gréBeren Mengen § !a 
zu beschaffende Pferdeblut. ul 

Methodik. 50 ccm einer etwa 20°/,igen eiskalten Lisung § 0 
von Blutfarbstoff (iiber dessen Darstellung siehe die I. Mit- § v 
teilung) wurden mit der wiBrigen Lisung des entsprechenden § & 
Agens versetzt und sofort in Eis gestellt. Mit einem einfachen § 8 
Taschenspektroskop wurden gleich eintretende Veriinderungen § & 
konstatiert, dann nach 4, 24, 36, 72, 120 Stunden wieder be- 
obachtet. Krystallisation trat in keinem Falle ein. Nach § f 
36 Stunden wurde die Hilfte der Probe abgegossen, mit 5 ccm 
96°/,igen Alkohol von —5° versetzt und in Eis zur Krystaliisa- 
tion gestellt. Kine kleine Probe der Krystalle wurde in Wasser é 
gelést und die spektralen Reaktionen auf Zusatz von ver- 
diinntem NH,, HCy, KF, Na,S,O, und NaH,PO, beobachtet. — 
SchlieBlich wurde zur sicheren Entscheidung die Lichtabsorp- 
tionskurve mittels Spektrophotometers bestimmt. 


1. Uber die Wirkung von K,FeCy,, KMnO, und KCI0,. 


Bei Zusatz der 2—3fachen, gegenitiber der berechneten. 
Menge des Reagens zur OHb-Lésung tritt durch Ferricyan- 
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kalium allmahlich rotbraune Farbung ein, schneller bei ge- 
lindem Erwirmen oder bei Zusatz groBer Mengen. Durch 
NaH,PO, schligt die Farbe sofort in reines Braun um, die 
Streifen im Gelbgriin verschwinden und machen dem ,,Schatten“ 
Platz. Mit 20°/,igem Alkohol krystallisieren 6seitige braune 
Tafeln aus. Ihr Verhalten gegen KCy, KF, NH, und Na,S,0O, 
ist ganz typisch. Ks tritt schnell Umwandlung in CyHb, FHb, 
alkalisches MHb bzw. reduziertes Hb ein. 

Kaliumpermanganat in entsprechender Verdiinnung 
wirkt wie K,FeCy,, in keiner Weise in seiner Wirkung von 
diesem verschieden. Die Spektrophotometrie im Phosphat- 
puffergemisch von p,, 6,0 ergibt eine Kurve, die der oben be- 
schriebenen, durch K,FeCy, erhaltenen innerhalb der Be- 
obachtungsfehler gleicht (siehe Tabelle V). 

Durch Kiihlung im Kialtegemisch kann man bei beiden 
Substanzen die Krystallisation beschleunigen. Dabei wurde 


beobachtet, daB bei Zusatz des Agens zu OHb-Lésungen stets. 


lange Nadeln ausfallen, die in bezug auf Ausléschung, Form 
und Pleochroismus den in der I. Mitteilung beschriebenen 
OHb-Krystallen gleichen und sich nur durch die braune Farbe 
von ihnen unterscheiden. Wurde dagegen die Substanz in 
eine durch Sauerstoffzehrung reduzierte Hb-Lésung gebracht, 
so entstehen die 6seitigen Tafeln, die den Hb-Krystallen 
gleichen. 

Nach mehreren Tagen erfolgt bei beiden durch O,-Zehrung 
Reduktion zu Hb, bei KMnO, langsamer als bei K,FeCy,. 

KCl1O, wirkt nur langsam auf seine OHb-Lésung. Seine Wirkung 


geht zudem weiter, indem sehr bald Zersetzung unter Himatinabspaltung 
eintritt. 


2. Chinon, Alkohol, Formol, Glycerin. 


Chinon unterscheidet sich beziiglich seiner Wirkung 
nicht von K,FeCy,. — Die Absorptionskurve (Tabelle V) bei 
p,, 6,0 ist identisch mit der Kurve des Ferricyanid-Methimo- 
globins. — Die Krystalle aus 20°/,igem Alkohol waren durch- 
wegs 6seitige groBe Tafeln, jedoch mit eigenartig verzerrten, 
gleichsam schartigen Kanten. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVIII. 6 
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Die Beobachtung Meiers"), da8 zur vollstiindigen Umwandlung 
das etwa 100fache der berechneten Menge Chinon notwendig sei, konnte 
nicht bestitigt werden. Frisch dargestellter krystallisierter Blutfarbstog 
reagiert mit 10 Aquivalenten Chinon bereits unter vollstiindiger Um. 
wandlung. Die von Meier noch beobachteten 2 Streifen im Griin 
waren vielleicht die Streifen des alkalischen Methimoglobins und nicht 
jene des OHb. Durch Pufferung mit primiirem Phosphat verschwinden 
sie sofort. 


Formol wirkt in konzentrierter Lisung kathimoglobin- 
bildend, in verdiinnter Lésung methimoglobinbildend (Niheres 
siehe II. Mitteilung). Krystalle konnten nicht erhalten werden, 

Alkohol. Lat man eine 20°/,ige salzfreie Blutfarbstof- 
lésung mit 20°/,igem Alkohol in der Kilte stehen, so erfolgt 
Krystallisation von OHb bzw. reduziertem Hb, Allmiahlich tritt 
jedoch bei Zutritt von Luft das Spektrum des Methimoglobins 
auf. Nach etwa 8 Wochen, in deren Verlauf hiufig mit Luit 
geschiittelt wurde, ist die Umwandlung vollkommen und die 
6seitigen braunen Tafeln zeigen die typischen Reaktionen des 
Methimoglobins. 

Die durch Chinon, Alkohol oder F ormol erhaltenen MHb- 
Lésungen zeigten bei Spektrophotometrie im Phosphat-Puffer- 
gemisch von p,, 6,0 das Spektrum des reinen MHb (vergl 
Tabelle V). — Das durch diese 3 Substanzen erhaltene Met- 
himoglobin verhilt sich typisch gegen NH,, KCy, KF, Na,S,0, 
und NaH,PO,. Es unterliegt — wohl infolge der antisepti- 
schen Wirkung — keiner Autoreduktion! 

Glycerin lést den Blutfarbstoff und bewirkt im Laufe 
von etwa 5—6 Tagen beim Stehen in offener Schale eine voll- 
stindige Umwandlung in MHb. Die Lésung zeigte ohne Zu- 
siitze das reine Spektrum des sauren MHb, reagierte prompt 
mit NH,, KF, KCy und Na,S,0,. Krystalle wurden nicht 
erhalten. 


Reines Chinon wurde aus Hydrochinon durch Bichromatschwefel- 
siiure erhalten, nach Filtration durch Destillation im Wasserdampf ge- 
reinigt und iiber H,SO, getrocknet (Nietzki'%). 





3. Hydroxylamin. 


Hydroxylamin gilt seit den Untersuchungen Letsches’) 
als typischer Methimoglobinbildner. Es gelang uns jedoch 
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B vicht, aus reinem OHb durch Zusatz von NH,OH im Uber- 
) schuB reines MHb zu gewinnen, denn der ProzeB ging nur sehr 
Jlangsam vor sich und es trat gleichzeitig Autoreduktion zu Hb 
B ein. Auf reduziertes Hb wirkte NH,OH schneller ein, doch 
a entstand immer ein rotlicher, eieenen ein rein brauner 
| Farbenton und die Streifem im Griin waren im Spektroskop 
D stets noch zu sehen. Auch auf Zusatz von primirem Phosphat 
| verschwanden sie nur allmiahlich. Dieses uns anfangs un- 
; erkliirliche Verhalten findet seine Erklirung in der jingst 
~ erschienenen Arbeit von Lipschitz und Weber), wonach 
i durch katalytische Wirkung der Blutfarbstoffe aus NH,OH 
4 Ammoniak entsteht, das die Reaktion nach der alkalischen 
Seite hin beeinfluBt. — Gegen KF, KCy und Na,S,O, verhilt 
‘sich das durch NH,OH erhaltene MHb ganz typisch. Die 
durch Zusatz von 20°/, Alkohol erhaltenen Krystalle gleichen 
2 jenen aus K,FeCy,. — Es gelang aber nicht, durch Spektro- 
y _photometrie in saurer Lésung bei p,, = 6,0 die Kurven des 
: ‘sauren Methamoglobins zu reproduzieren. Stets zeigten sich 
a | UnregelmaBigkeiten, die entweder auf Beimengungen von OHb 
| oder Hb oder anderen Substanzen zuriickzufiihren waren. Da 
: ‘die Lisungen des NH,OH leicht zersetzlich sind und unter 
: ~ anderen NH,NO, ibdie (Gmelin-Hilger-Friedheim, Handb. 
i 'd. anorg. Chania 1907, S. 243), ist dies nicht weiter acatlie 
lich. Das NH,OH wurde aus Hydroxylaminsulfat durch die 
_ berechnete Menge BajOH), gewonnen. 








4, Phosphor-, Arsen-, und Borwasserstoff. 


Aus rotem Phosphor und Jodwasserstofisiure vom spezi- 

| ischen Gewicht D = 2,00 wurde durch Erhitzen im Rohr bei 

» 160° Jodphosphonium erzeugt, daraus durch wifrige KOH 
} B Phosphor wasserstoff. Er wurde in einen evakuierten Kolben 
i mit reduziertem Hb geleitet; die Lésung zeigte nach Sittigung 
¥ mit PH, keine Verinderung des Spektrums. LieS man nun 
: _ Laft zutreten, so trat sofort Braunfirbung auf und die Lésung 
e zeigte alle Reaktionen des reinen Methimoglobins, Beim 
Abkiihlen und Zusatz von Alkohol traten nadelférmige Krystalle 


: j ces MHb auf. Da PH, stark reduzierend wirkt, gehért es zu 
§* 
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jenen Substanzen, die nach Heubner’) nur durch Luftzutriy : 
MHb zu bilden vermégen. Dies ist unseres Wissens bishe — w 
nur bei organischen Substanzen genauer untersucht worde,— v 
deren Reaktionsprodukte labil und schwer zu fassen sind. [y 
vorliegenden Falle einer wohlcharakterisierten anorganischey 
Substanz (der PH, ist nach der beschriebenen Darstellung; 
weise frei von hédheren Phosphorwasserstoffen) gelingt die; 
leichter. Zu diesem Zweck wurde durch ein Ultrafilter nag} 
Giemsa?) filtriert. Im Ultrafiltrat gab AgNO, einen weifen, 
in HNO, léslichen Niederschlag, der beim Kochen schwan 
wurde. Mit BaCl, in neutraler Lésung konnte kein Nieder. 
schlag erhalten werden, ebensowenig beim Erwirmen nit 
Ammonmolybdat in salpetersaurer Lésung. Nach Kochen mit 
HNO, oder KMnO, war H,POQ, reichlich nachweisbar. Dem. 
nach lag phosphorige Siure im Ultrafiltrat vor. Diese 
selbst vermag jedoch ebensowenig wie PH, oder H,PO, (unter. 
phosphorige Saure) OHb bzw. Hb in Methimoglobin umzu. 
wandeln. Die Umwandlung kommt wohl durch ein labile 
primares Oxydationsprodukt des PH, bzw. durch aktivierten 
Sauerstoff zustande. 

Eine aus PC], durch Luftdurchleiten bei 60° und Absorption in 
Wasser von 0° gewonnene krystallisierte phosphorige Siure be- 
wirkte nach Neutralisieren ihrer wiB8rigen Lésung mit NaOH keine 
Anderung des Hb- oder OHb-Spektrums; ebensowenig bildete sich Met 
himoglobin durch eine Lésung von Natriumhypophosphit NaH,P0, 
Diese war dargestellt durch Kochen von weiBem Phosphor mit Baryt. 


Entfernung des iiberschiissigen BaO,H, durch Kohlensiiure und doppelte 
Umsetzung des Bariumhypophosphits mit Na,SQ,. 


Abnlich dem PH, wirkt Arsenwasserstoff. Bei der gleiches 
Versuchsanordnung bewirkt das durch Zink aus HCl, die mit As,0, ge: 
sittigt war, erzeugte, mit H, verunreinigte Gas erst bei Luftzutritt eine 
Umschlag des Farbtones in Braun, bei gleichzeitigem Auftreten de 
MHb-Spektrums. Damit wird der Befund Joachimoglus'’) bestiitigt 
und die Annahme eines besonderen As-Derivates ist unnétig. 

Ein soleches haben MeiBner') und jiingst Lipschitz und 
Weber”) angenommen. Doch arbeiteten diese mit Blut und nicht mit 
reinem Blutfarbstoff. 


Borwasserstoff. Magnesium wurde nach Stock und 
Massenez?!) mit Borsiiureanhydrid im Nickeltiegel im H- 
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itt 4 Strom erhitzt und aus dem Mg-Borid ein Gemisch von Bor- 
ner : wasserstoffen und H, entwickelt. Dasselbe war auf Lésungen 
el, : yon Hb, OHb und “MHb bei LuftabschluB sowie bei nach- 
Im / herigem Luftzutritt wirkungslos. 


5. Ozon, Athylenoxyd, H,0,. 

_  Ozon wurde durch dunkle Entladungen aus O, dargestellt. 
Im Gegensatz zu den Angaben Hoppe-Seylers*’) konnte 
edoch an frischen OHb-Lésungen nach 3stiindigem Einleiten 
Cs keine Verainderung beobachtet werden. Ebenso ergaben 
'direkte dunkle Entladungen in einer OHb-Lisung, durch 
i die fortwahrend O, geleitet wurde, keine Veranderung. Auch 
a H,0, und _——" waren wirkungslos. 

Das Athylenoxyd wurde aus Chloracetin und KOH (CO,-frei) 
Se : nach Demole*’) erzeugt. Aus H,SO, und C,H,OH entwickeltes C,H, 
a ¥ wurde in Brom aufgefangen, das erhaltene CH,Br-CH,Br nach Atkinson 
' mit Alkohol und CH,-COOK erhitzt, filtriert und destilliert. Die zwischen 





AG on 

es und 185° iibergehende Fraktion, Monoacetin, wird durch Siattigung 
* & mit HCl bei 100° in Chloracetin umgewandelt. 

el 


Trotzdem Athylenoxyd leicht Verbindungen addiert, konnte 
_& keine Verinderung in reduziertem Hb beobachtet werden. Bei 
" Luftzutritt bildete sich OHb. 


pipes 31 aie 


be 

ne 6. Siuremethaimoglobin. 

" : Wihrend Harnack?4) als besonderes Acidhimoglobin ein 
vB Passageres Produkt, das durch Kinwirkung verdiinnter Sauren 


ite [| auf OHb gewonnen wird, beschreibt, hat kirzlich Zeynek?®) 


eine solche Substanz krystallisiert erhalten und als methimo- 
en 4 globinartig charakterisiert. Das von uns nach der Methode 
* fF Zeyneks aus n/200-HCl und 10°/,igem Alkohol erhaltene 
* Produkt zeigte in saurer und alkalischer Lésung die Spektral- 
" _ erscheinungen und die typischen Reaktionen des Methaimo- 


globin. Uber die Einwirkung der Si&ure auf den Globin- 
ai fF komplex sagen diese Versuche nichts aus. 
nit 

a 7. KNO,, Amylnitrit. 
nd Haldane, Macgill und Mavrogordato”*) hatten ge- 
HE j funder, da8 KNO, auf Blutfarbstoff unter Bildung von Stick- 
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oxydhimoglobin und Methimoglobin einwirkt. Bei Reduktioy 
(auch durch Faulnis) soll das MHb in NOHb umgewandel 
werden, so daS reines NOHb resultiert. Hartridge') hy 
diese Beobachtung bestritten und Nitrithimoglobin als eigene; 
Derivat bezeichnet. Die Beobachtung Haldanes konnte jp. 
doch bestitigt und durch Spektrophotometrie quantitativ yey. 
folgt werden. Es wurde eine 2,1°/,ige Lésung von OHb einer. 
seits mit reinem NO (siehe I. Mitteilung) behandelt, andererseits 
mit 10°/,igem KNO, in gréBerem UberschuB; dann wurde an} 
das 10fache des urspriinglichen Volumens verdiinnt und die 
so erhaltenen Lésungen spektrophotometriert (Tabelle V). In 
Figur 3 ist die Absorptionskurve des reinen NO-Hb eingetrage 
und jene des Nitrithimoglobins aus KNO,. Die letztere ver. 
lauft nahezu geuau in der Mitte zwischen der NOHb-Kurve 
und der ebenfalls eingezeichneten Kurve des saueren MHh, § 
Auf Zusatz von 0,1°/, Soda zu einer noch unverdiinnten Probe, : 
Verdiinnung auf das gleiche Volumen und Spektrophotometrie F” 
erhielten wir eine Kurve, die zwischen jener des NOHb unl i 
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jener des MHb bei p,, 8,5 verlief. Durch Na,S,O, oder Faulnis 
trat, wie von Haldane beschrieben, das Spektrum des NOHb 


auf. Doch war dasselbe bei Anwendung von Natriumhydro- 








Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 87 Paee 


i sulfit oder Schwefelammon nie ganz rein. Spektrophotometrie 
a lieferte Kurven, die zwischen jener des NOHb und jener des | 
' yeduzierten Hiamoglobins verliefen (Tabelle V, Stab 9). Es | 
scheinen demnach Mischungen von Hb mit NOHb in ver- | 
schiedenem Verhaltnis vorzuliegen. 
Wurde in der oben beschriebenen Weise zu 20 ccm 
20°/,iger OHb-Lisung Kaliumnitrit (2 com 10°/,iger Lésung) 
zugefiigt, dann 2 Tage in His gestellt und nach eingetretener 
Autoreduktion bzw. Umwandlung in NOHb 20°/, Alkohol zu- 
ie gefiigt, so fiel ein krystallinischer Niederschlag aus. Die 
Krystalle verhielten sich beziiglich der chemischen Eigen- 
schaften, ferner beziiglich Farbe, Pleochroismus und Aus- 
lischung im polarisierten Licht wie die Krystalle des NOHb, 
ve die durch reines NO gewonnen waren. BloB die Form war 
b.  verschieden. Wihrend dort lange spitze Nadeln erhalten worden 
, ® waren, fanden sich hier kleine Prismen von untereinander 
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gleicher GroBe und / /-Form. 
i 

Die methamoglobinbildende Wirkung der Nitrite ist 
wahrscheinlich durch Oxydation zu erkliren. Man kénnte sie 
sich derart vorstellen, daB die salpetrige Saure in Stickoxyd 
_ und Sauerstoff gespalten wird und so teils Mb, teils NOHb 
_ pbildet, etwa nach dem Schema: 


2HNO, = H,O + 2NO +0. 


Hartridge'), der zu der Ansicht gelangt, das Nitrithimoglobin 
sei yon Stickoxydhimoglobin zu unterscheiden und als eigenes Derivat 
aufzufassen, arbeitet nicht an reinem Blutfarbstoff, sondern an lack- 
farben gemachtem Blut. Sein Hauptargument ist, daB man durch Hinter- 
einanderstellung zweier Réhrchen mit Methiimoglobin und ,,reinem Stick- 
oxydhimoglobin“ nach dem Walpole’schen Prinzip eine andere Farbe 
und ein anderes Spektrum erhalte als jene des Nitrithimoglobins. Nun 

| ist aber einerseits seine Methiimoglobinlésung nicht entsprechend ge- 

_ puffert, andrerseits das ,,reine Stickoxydhiimoglobin“ aus Nitrithimoglobin 

durch Ammonsulfid gewonnen. Da8 auf diese Weise nicht reines Stick- 

_ oxydhimoglobin gewonnen wird, sondern ein Gemisch von reduziertem 

is — Himoglobin, Stickoxydhimoglobin und vielleicht anderen Stoffen, ist 
_ bereits oben gezeigt worden (Tabelle V, Stab 9). 


* DaB im Kinwirkungsprodukt des KNO, tatsichlich Met- | 
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himoglobin vorhanden ist, kann man auch durch Zusatz yoy 
KF oder KCy nachweisen. Man erhilt stets ein Spektrum, 
das die Streifen des NOHb neben jenen des Fluor- bzw. Cyan. 
himoglobins enthalt. 

Awylnitrit (vgl. Halliburton?) bewirkte in reinem OH} 
Triibung unter Bildung einer Lésung, die chemisch wie MH} 
reagierte, allmahlich — im Laufe von Tagen — sich riter 
farbte und sich dann wie NOHb verhielt. Auf Zusatz yon 
20°),igem Alkohol fiel ein amorpher krappfarbener Nieder- 
schlag aus. 


8. Uber die Darstellung reinen Methimoglobins. 


Auf Grund der eben beschriebenen Bildungsweisen de; 
Methamoglobins sollte eine Darstellungsmethode zur Gewinnung 
reiner krystallisierter Priparate ermittelt werden. 

In der Literatur finden sich solche Methoden bei Hiifner 
und Otto§), die nach Zusatz von K,FeCy, aus Alkohol um- 
krystallisieren, ferner bei Ville und Derrien?®), die nach Kin- 
wirkung des Ferricyanids mit Ammonsulfat fallen. Bottazzi®", 
der Blutprotein durch 4 Monate dialysieren l’Bt, gewinnt nur ein 
wasserunlésliches, amorphes_ ,,Methimoglobin“- Priiparat. 

Die beschriebenen Verfahren haben den Nachteil, daf die 
gewonnenen Krystalle schwer von Sparen K,FeCy, zu be- 
freien sind, daB ferner bei langerem Stehen Reduktion zu 
Hamoglobin und beim Stehen am Licht CyHb-Bildung eintritt. 
Der gleiche Nachteil zeigt sich bei Gewinnung von Krystallen 
mittels KMnO, oder NH,OH; die durch Chinon erhaltenen 
Krystalle zeigten, wie erwihnt, unreine Formen. Die schénsten 
Krystalle aus Pferde-OHb wurden dagegen durch 6—8 Wochen 
langes Stehenlassen des reinen OHb mit 20°/,igem Alkohol 
unter Luftzutritt gewonnen (s.0.). Es waren groBe, braune 
6 seitige Tafeln. Nach AbgieBen der Mutterlauge und Ab- 
pressen wurden sie in Wasser von 35° gelést. Es wurden 
zu je 1 Teil feuchter Krystallmasse 4 Teile Wasser zugesetzt, 
dann wurde vom Ungelésten abfiltriert und abgekihlt. Bei 
+5° erfolgte bereits nach 2 Stunden reichliche Abscheidung 
von durchwegs prachtvoll ausgebildeten, beiderseits spitz aus- 
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jaufenden, etwa 1 mm langen braunen Nadeln. Die abgepreBte 
\utterlauge enthielt 5°/, Trockenriickstand. Bei etwa 20° 
jjsen sich die Krystalle leicht in Wasser auf und lassen sich 
bei niedriger Temperatur (+ 5°) leicht aus Wasser umkrystalli- 
sjeren. Da die 8 Wochen mit Alkohol behandelten Krystalle 
yohl steril sind, unterliegt das gewonnene Praparat bei reinem 
Arbeiten nicht der Autoreduktion. Es zeigt chemisch und 
sektrophotometrisch die Kigenschaften des reinen Methimo- 
sobins und enthalt keinerlei verunreinigende Salze. Ks wurde 
as Ausgangsmaterial fiir die im folgenden zu beschreiben- 
den Methimoglobinderivate verwendet. 

Es gelang iibrigens auch ohne Zuhilfenahme von 
Alkohol Methamoglobinkrystalle zu erhalten. Wurde ein 
ewa 40°/,iger Brei von OHb-Krystallen mit K,FeCy, be- 
handelt, dann der Dialyse gegen destilliertes eisgekiihltes 
Wasser unterworfen, so wurden die typischen nadelférmigen 
Krystalle erhalten. Das Praparat enthielt jedoch noch hart- 
vickig haftende Spuren von K,FeCy,. — Bemerkenswert ist, 
daB bei Verwendung von Oxyhimoglobin, das nach der Methode 
Heidelbergers durch Toluolzusatz in rhombenformigen Platt- 
chen gewonnen worden war (vgl. I. Mitteilung), das Methb. eben- 
falls in braunen Plittchen der gleichen Form ausfiel. 


III. Uber einige Derivate des Methimoglobins. 


Methimoglobin hat die Eigenschaft mit einigen Substanzen 
anders zu reagieren als das Oxyhimoglobin. Solche Reaktions- 
produkte, die daher von uns als Methimoglobinderivate be- 
zeichnet werden, sind das Cyanhamoglobin, das Fluormethimo- 
globin und das Wasserstoftsuperoxydmethimoglobin. — Das 
Cyanhimoglobin ist durch Zeynek*!) eingehend untersucht 
und krystallisiert erhalten worden. Man erhalt es leicht in 
schénen Krystallen, wenn man die nach der oben beschriebenen 
Darstellungsmethode erhaltenen MHb-Krystalle in wenig Wasser 
list und HCy einleitet. Im zugeschmolzenen Rohr halten sich 
die Krystalle monatelang. Die Spektrophotometrie ergab die 
in Tabelle V dargestellten Werte. Fig. 4 zeigt den graphisch 
dargestellten Verlauf der Kurve. Vergleichsweise wurde eine 
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Tabelle V. 











1 2 3 4 9) 6 7 8 9 10 | 11 


Wellen- 
lingen 
in uu 





fet 


KCy + 
Methb. 
P— 


Methb. 


KF + 








656—645 | 147 | 147 | 150 |] 184 |] 55] 75] TO] 814115] 73] 59 ( 
648—638 | 198 | 209 | 222 |] 177 | 66] 95] 80] — 1125] 118] 59 
641—631 | 242 | 237 | 235 | 239 | 90] 138]101[] 81]129]176] 9% 
634—624 | 252 | 251 | 249 | 250 | 111 | 162] 128 | — | 150] 245] 99 ( 
628—618 | 229 | 242 | 236 | 231 | 140 |] 162] 162] 95] 165] 304] 95 
620—611 | 201 | 214 | 218 | 216 | 152 | 162 | 188 | 120 | 170 | 412 | 107 
614—-605 | 192 | 188 | 204 | 182 | 173 | 160 | 225 | 162 | 194 | 412 | 14) 
607—598 | 176 | 192 | 186 | 166 | 194 | 204 | 275 | 244 | 239 | 346 | 17% 
601—592 | 181 | 196 | 190 | 162 | 228 | 224 | 324 | 290 | 345 | 353 
594—585 | 197 | 222 | 203 | 175 | 346 | 264 | 358 | 460 | 452 | 346 | 289 
587—579 | 206 | 225 | 208 | 198 | 446 | 310 | 408 | 565 | 514 | 339 | 350 
581—573 | 227 | 228 | 229 | 228 | 543 | 346 | 458 | 578 | 582 | 335 | 393 
576—568 | 228 | 228 | 226 | 228 | 549 | 384 | 465 | 578 | 660 | 335 | 453 
5T0—563 | 235 | 235 | 228 | 229 | 556 | 407 | 468 | 552 | 693 | 332 | 496 
565—558 | 232 | 236 | 230 | 231 | 540 | 407 | 456 | 542 | 727 | 332 | 552 
560—553 | 262 | 238 | 238 | 242 | 543 | 414 | 456 | 565 | 763 | 332 | 5s6 
555—548 | 282 | 265 | 250 | 263 | 573 | 461 | 486 | 587 | 775 | 333 | 616 
550—543 | 318 | 300 | 290 | 291 | 585 | 476 | 526 | 610 | 741 | 332 | 650 
545—539 | 353 | 335 | 325 | 318 | 594 | 504 | 535 | 586 | 678 | 333 | 652 
540—534 | 370 | 378 | 370 | 366 | 582 | 523 | 535 | — | 602 | 332 | 637 
536—530 | 384 | 382 | 374 | 395 | 553 | 523 | 523 | 565 | 550 | 332 | 637 
532—526 | 428 | 427 | 393 | 409 | 529 | 505 | 505 | — | 514 | 337 | 616 
528—522 | 442 | 436 | 445 | 439 | 488 | 492 | 490 | 477 | 484 | 342 | 589 
523—518 | 458 | 455 | 452 | 446 | 461 | 476 | 465 | — | 455 | 345 | 545 wa 
520—515 | 506 | 510 | 502 | 489 | 400 | 463 | 455 | 403 | 424 | 357 | 507 scl 
516—512 | 518 | 510 | 506 | 499 | 382 | 428 | 436] — 
513—509 | 560 | 510 | 544 | 552 | 352 | 425 | 422 | 375 | 390 | 412 | 443 Ak 
507—503 | 582 | 552 | 563 | 572 | 363 | 416 | 414 | — | 345 | 467 | 432 La 
500—496 | 560 | 538 | 522 | 543 | 378 | 410 | 443 | 353 | 307 | 485 | 442 
494—490 | 498 | 512 | 503 | 502 | 391 | 410 | 467 | — | 288 | 493 | 476 be 
488—484 | 506 | 512 | 501 | 508 | 419 | 450 | 482 | 380 | 270 | 495 | 489 
482—478 | 532 | 496 | 482 | 482 | 468 | 520 | 497 | 420 | 257 | 498 | 542 



































Bemerkungen zur Tabelle. Die Messungen wurden, wie im J tb 
I. Teil beschrieben, ausgefiihrt. Die Werte der Tabelle sind die mit 10° @ S) 
multiplizierten spezifischen Extinktionskoeffizienten. Sie sind Mittel- dr 
werte aus 4 Messungen. Die Konzentration der Loésungen war in ‘i 
Stab 2 = 0,25°/,, Stab 3 = 0,274, Stab 4 u. 5 = 0,255 °/,, Stab 6, 7, 8,9 


=0,16°/,, Stab 10 = 0,186%,', Stab 11 =0,19°/,, Stab 12 =0,18",. © 
Wurde bei 2q Gleichheit gefunden, so war der spezifische Extinktions- al 
— log cos? » S¢ 


koeffizient gleich , wenn ¢ die Konzentration bedeutet, d. h. 





Milligramm in Kubikzentimetern. 
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Hb-Lésung spektrophotometriert, die aus reinem OHb durch 
Zufiigung eines Uberschusses von Na,S,0, dargestellt worden 
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Fig. 4. 


war (vgl. Hari**). Dabei zeigten sich. deutlich die Unter- 
schiede der beiden Spektren, nimlich die geringere GréBe der 
Absorption im Griin, ihre gegen das blaue Ende verschobene 
Lage und besonders die stirkere Absorption im Blauviolett 
beim Cyanhaémoglobin. 

Bei Zugabe von H,O, zu Methimoglobin geht dieses unter 
Rotfirbung in ein ,,Wasserstoffsuperoxydmethamoglobin“ 
iiber. Die Gewinnung von Krystallen gelang uns nicht. Das 
Spektrum glich jenem des alkalischen MHb, auch in einer 
durch primires Phosphat gepufferten Lésung. Eine Bestitigung 
dieser am Taschenspektroskop gemachten Beobachtung durch 
Spektrophotometrie war leider undurchfiihrbar, da die stets 
aufsteigenden Gasblischen ein exaktes Photometrieren er- 
schwerten, nach Ablauf der Gasentwicklung die Rotfarbung 
verschwand und dem Spektrum des sauren MHb Platz machte. 
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Bei vorsichtigem Entfernen angesammelter Gasblischen  ynj 
schnellem Spektrophotometrieren erhielten wir als Quotient in dey 
Hiifnerschen Spektralgegenden in 0,16 °/,iger Lésung den Wert 11. 
eine héhere Genauigkeit war nicht zu erreichen. Doch spricht diese; 
Wert fiir unsere Vermutung, daB H,O, die saure Form des MHb ip 
seine alkalische umwandelt. — Durch keine Beobachtung konnte das 
Vorhandensein eines besonderen H,O,-Methimoglobins (Kobert™) ge. 
stiitzt werden. — Mit KF, KCy, Na,S,0, reagiérte die rote Lisung wie 
eine solche von alkalischem MHb. 

Uber die Einwirkung von Fluoriden auf Methimoglobin 
haben fast gleichzeitig Piettre und Vila*‘) und Ville und 
Derrien”*) berichtet. Es ist dann Derrien*5) gelungen das 
Fluorderivat des MHb, das einen typischen Streifen bei 
4 = 612 zeigt, krystallinisch zu erhalten; doch konnte er die 
Krystalle nicht weiter analysieren, da sie nur in Gegenwart 
von KF bestindig waren. — Da es uns gelang, die Krystalle 
rein zu erhalten, soll tiber ihre Darstellung und Analyse und 
iiber die Spektrophotometrie ihrer wiBrigen Liésung ausfiilhr. 
licher berichtet werden. Das nach der oben angegebenen 
Alkoholmethode dargestellte krystallisierte MHb wurde in 
10 Teilen H,O gelést und mit KF in 20°/ iger wiBriger Lisung 
versetzt. Es geniigte jedoch zur Erzeugung des typischen 
Spektrums nicht die berechnete Menge; vielmehr muBte zur 
raschen und vollstaindigen Bildung etwa das 20 fache derselben 
zugesetzt werden. Durch Zusatz von 20°/, Alkohol fielen aus 
der roten, in dinner Schicht griinen Fliissigkeit Krystallnadeln 
aus, die in bezug auf Form, Pleochroismus und Ausliéschung 
im polarisierten Lichte denen des MHb glichen, dagegen das 
Spektrum des Fluormethimoglobins zeigten. Sie wurden 
auf der Zentrifuge 4 mal mit eiskaltem 20°/,igem Alkohol ge- 
waschen, dann analysiert. Die Analyse ergab, da8 auf 1 Atom 
Fe 0,89, 1,12 bzw. 0,79, also im Mittel 0,93 Atome Fluor 
kommen. Man wird wohl nicht fehlgehen, wenn man annimnt, 
daB einem Atom Fe ein Atom Fluor entspricht. Der 
analytische Fehler bei den Fluorbestimmungen ist relativ grob, 
so daB die schwankenden Werte nicht zu vermeiden waren, 
zumal der Fluorgehalt nur etwa 0,1 °/, betrigt. 


In 2 Versuchen wurde Fe colorimetrisch nach Willstitter®), Fluor 
colorimetrisch nach Steiger*’) bestimmt. Der Farbstoff wurde durch 
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Schmelzen mit K,CO, und SiO, aufgeschlossen, Kohle mit etwas KNO, 
oxydiert, die in Wasser geléste Schmelze mit Ammoncarbonat gekocht 
und nach dem Erkalten durch ein aschefreies Filter filtriert. Im Riick- 
stand wurde nach Digestion mit HCl das Eisen durch KCNS bestimmt, 
im Filtrat das Fluor mit Titansulfat. Auf 3,11 mg Fe kamen im ersten 
Versuch 0,94 mg Fluor; im zweiten Versuch auf 1,32 mg Fe 0,4 mg 
Fluor. Iu einem dritten Versuch wurde eine groSe Menge der Krystalle 
nit Soda und Salpeter aufgeschlossen, die Schmelze in Wasser gelést, 
die tribe Lésung heiB filtriert. Im Riickstand wurde das Eisen gravi- 
metrisch, wie in der I. Mitteilung angegeben, bestimmt. Im Filtrat wurde 
durch BaCl, ein Niederschlag erzeugt, dann mit Essigsiiure schwach 
angesiuert und die Kohlensiiure durch Erwiirmen vertrieben. Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, 3 mal mit heiBem Wasser gewaschen und im 
Platintiegel gegliiht; der Gliihriickstand aus BaF, und BaSO, wog 
0.1217 g und nahm beim Abrauchen mit konzentrierter H,SO, um 
0,0053 g an Gewicht zu, entsprechend 3,48 mg Fluor; die Eisenbestimmung 
ergab 12,9 mg Fe, also auf 1 Atom Fe 0,79 Atome Fluor. 


Kine waBrige Lésung der Krystalle gibt bei Zusatz von 
Na,$,0, das Spektrum des reduzierten Hb; mit KCy setzt sie 
sich nur langsam und nur bei grofem Uberschu8 an KCy zu 
(yanhimoglobin um. Ebenso wirkt ein UberschuB an NH,, 
indem er lediglich das Spektrum des alkalischen MHb erzeugt; 
NaH,PO, wandelt dieses in das Spektrum des sauren MHb 
um, bei Gegenwart von viel KF in jenes des Fluormethimo- 
slobins. — Kine Lésung der Krystalle in 20°/,iger KF-Lésung 
wurde spektrophotometriert (Tab. V). Die Absorptionskurve 
(Fig. 4) zeigt einen eigenartigen Verlauf. Vom roten Gebiet 
rasch ansteigend, erreicht die Absorption bei etwa A = 610 
ihr Maximum, um dann nach schnellem Absinken eine nahezu 
konstante Absorption durch Gelb, Griin und Blaugriin zu 
zeigen. Im blauen Ende ist die Auslischung wieder gréBer. 


V. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Durch Colorimetrie und Spektrophotometrie wird ge- 
zeigt, daB das Methimoglobin in waBriger Lésung in 
zwei Formen auftritt, die miteinander im Gleichgewicht 
stehen. Das Gleichgewicht ist vor allem von der Wasser- 
stoffionenkonzentration abhangig, derart, daB das Met- 
himoglobin als Indikator betrachtet werden kann, dessen Um- 
schlagsintervall zwischen p,, = 6,0 und p,, = 10,0 liegt. Um- 
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wandlung in Oxyhimoglobin durch Zusatz von Alkali konnte 
nicht beobachtet werden. Der Ubergang der beiden Forme) 
ineinander erfolgt vielmehr gesetzmiBig und stetig. 


2. Durch chemische, krystallographische und _spektro. 
photometrische Methoden wird die Einwirkung verschiedene; 
methaimoglobinbildender Substanzen auf den Blutfarbstoff unter. 
sucht. ‘T'ypisches krystallisiertes Methimoglobin wird durch 
die folgenden Substanzen erhalten: K,FeCy,, KMnO,, Chinon, 
20 °/, Alkohol, (n/200-HCl), PH,; die durch HCOH oder Glycerin 
erhaltenen Produkte konnten nicht zur Krystallisation gebracht 
werden, zeigten aber die Kigenschaften des reinen MHb; AsH, 
wirkt auf reinen Blutfarbstoff bei Luftzutritt methamoglobin. 
bildend; ein besonderes As-Derivat konnte in Ubereinstimmung 
mit Joachimoglu?*) nicht festgestellt werden; mit Ozon, 
BH,, H,O, und Athylenoxyd wurde kein Methimoglobin er. 
halten; die Wirkung von KClO, geht tiber Methamoglobin- 
bildung hinaus, indem unter Himatinbildung Zersetzung ein- 
tritt. Kaliumnitrit erzeugt ein Absorptionsspektrum, dessen 
Extinktionskoeffizienten zwischen jenen des Stickoxydhiimo- 
globins und des Methimoglobins liegen. Es wird als Mischung 
dieser beiden Komponenten aufgefaBt. 

Die langsame Umwandiung des OHb in MHb durch Aufbewahrung 
in 20°/,igem Alkohol beruht vielleicht auf der langsamen Oxydations. 
wirkung des gelésten Sauerstoffes. — Der Alkohol diirfte blo} Fiulnis 
und dadurch Reduktion verhindern. — Die langsame Wirkung des mole- 
kularen Sauerstoffes kann bekanntlich nach Hasselbalch**) durch kurz 
wellige Lichtstrahlen beschleunigt werden. Auch durch Erwiirmen der 
wiBrigen Lésung tritt ihre Wirkung schneller ein. Vielleicht ist die 
schnelle Bildung des Siuremethimoglobins durch verdiinnte Mineral: 
siuren auf die katalytische Wirkung der H-Ionen zuriickzufiihren, die 
die Oxydationswirkung des gelisten O, beschleunigen. 

3. Zur Darstellung reinen Methaimoglobins eignet 
sich die mehrere Wochen dauernde EKinwirkung 20 °/, igen 
Alkohols auf reines Oxyhamoglobin. Die Krystalle kénnen aus 
Wasser leicht umkrystallisiert werden und enthalten keine ver- 
unreinigenden Salze. 

4. Es gelingt reines krystallisiertes Fluormethimo- 
globin darzustellen. Die chemischen Kigenschaften und das 
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Absorptionsspektrum desselben werden beschrieben. Die Ele- 
mentaranalyse ergibt, daB es auf 1 Atom Fe etwa 1 Atom Fluor 
enthilt. Es ist als wohlcharakterisiertes Derivat des Met- 


himoglobins aufzufassen. 


Die quantitative Bestimmung des Methimoglobins 
ouf spektrophotometrischem Wege war bisher nur in soda- 
alkalischer Liésung moglich. Ubertriigt man die Werte der 
Nab. IV auf ein Koordinatensystem, so erhilt man fiir jeden 
Wert von Q einen entsprechenden Wert der Absorptions- 
koeffizienten 4, und 4, in den Spektralgegenden I und II der 
Fig. 1. — Zur natin Bestimmung hat man also blob 
bie Extinktion in diesen Spektralgegenden zu messen, aus = 
den Quotienten Q zu berechnen, seinen Wert in Fig. 5 auf- 
gusuchen und auf der gleichen Vertikalen den Wert 4, bzw. 
4, abzulesen. Die Konzentration der Loésung war dann 
c=¢-A, oder c=éA,. Gleichzeitig kann aus der Fig. 5 
die p,, abgelesen werden. 
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_ ur quantitativen Bestimmung des Methimoglobins neben Oxy- 
himoglobin bei beliebiger py kénnte die Spektralgegend 4 = 623 be- 
bitzt werden, da dort (s. Fig. 1) das Methimoglobin unabhingig von der 
Aeaktion stets denselben Absorptionskoeffizienten aufweist, A, = 0,00445. 


Der Absorptionskoeffizient des Oxyhimoglobins in der gleichen Gegend 
Bt 4, = 0,0868. Bei bekannter Gesamtkonzentration des Blutfarbstoffes 


. dic sich durch Spektrophotometrie nach vollkommener Umwandlung 


i p Hb leicht bestimmen l1iBt — wiire nur der Extinktionskoeffizient 
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fiir 4 = 623 zu bestimmen, aus diesem nach der Formel A = ee ling Ab. i 
& 


sorptionskoeffizient zu berechnen und durch Interpolation zwischen Ay 
und A, das Verhiiltnis des Oxyhimoglobins zum Methimoglobin fey, 
zustellen. 


Einige Versuche, das MHb bei beliebiger py, nach der angefiihrte, 
Methode zu bestimmen, ergaben bei einem Gehalt von etwa 0,15 bj 
0,50°/, MHb einen durchschnittlichen Fehler yon etwa + 2°/, des Werte 


VI. Diskussion. 


Die im vorhergehenden Abschnitte mitgeteilten Resultat 
charakterisieren deutlich einige chemische und optische Kiger. 
schaften des Methimoglobins, die es von Oxyhamoglobin unter. 5” 
scheiden. Uber das Wesen dieser Unterschiede ist wenig meu 
bekannt, als daB das MHb bloB die Halfte des OHb-Sauerstofs 
diese aber festgebunden enthalt. Dies kommt durch die Fo: 
meln HbO, und HbOH (Kiister®) zum Ausdruck. 


Nun ist die verschiedene Farbe (Absorptionsspektrum) der s 
Hamoglobinderivate zweifellos von der O,-tragenden Gruppe 
beeinfluBt. Im Gegensatz zum Oxyhimoglobin soll diesel: ye 
beim Methimoglobin in saurer und alkalischer Lisung ve. 
schiedene Konfiguration zeigen und mit Cyaniden wif 
Fluoriden in stéchiometrischem Verhiltnis reagieren. Diesu fh 
Forderungen scheint mir die ketonartige Bindung — de 
sich in der chinoiden Form zahlreicher Farbstoffe findet -F 
zu entsprechen. Kine Anderung der Farbe bei Anderung deg 
Reaktion durch Ubergang von —OH in —ONa ist kaum a a 
zunehmen und steht mit den Erfahrungen iiber das Auftretagt 
von Farben (vgl. Martinet*’) im Widerspruch. 


Wird der Ausdruck Hb—O, oder besser die Peroxyi 






O | 
formel Hb< ‘ als Symbol des Oxyhimoglobins gewihlt, si 


wire das saure Methimoglobin als Hb—O zu bezeichnen, (i 
alkalische Methamoglobin als Enolform Hbh—OH bzw. Hb--0™ 4 


das Cyanhimoglobin als Cyanhydrin Hb< | und das Fluo! 
| 
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E methamoglobin als Hb< , in Analogie zu der bekannten 


wi [fF Fihigkeit der Ketone, HF zu addieren (Landolf*). 

Es erscheint in diesem Zusammenhang interessant, daB nach den 
ten [i neueren Anschauungen die Ordnungszahl des Cyanradikals im periodi- 
bis schen System der Elemente nach Rius y Miro“) gleich der Ordnungs- 
te, =zahl 9 des Fluors ist. 

Es soll nicht verschwiegen werden, daB es nicht gelang, durch Bi- 
 gulfit, Hypophosphit oder Hydroxylamin Additionsprodukte bzw. Oxime 
' m erhalten. Doch reagiert nicht jedes Keton mit diesen Reagentien 
a (vgl. Lassar-Cohn*’); auch ist der Blutfarbstoff gegen Anderungen 
der Reaktion und gegen starken Alkohol derart empfindlich, da8 schnell 

Zersetzung unter Hiimatinabspaltung eintritt. 


: Die ketonartige Bindung wiirde es verstindlich machen, 
! ‘ daB der Sauerstoff fester haftet als in der peroxydartigen 
i. Bindung des OHb. — Es wire ferner erklirlich, daB sowohl 
Cyanhimoglobin als Fluormethimoglobin durch Na,$,0O, zu Hb 
le—[& reduzierbar sind; sie enthalten ja ein O-Atom. Reduktion 
; durch H-Zufuhr kommt wohl kaum in Betracht, da das Hb 
be «woh! als ungesittigte und nicht als hydrogenisierte Verbindung 
“-[ aufzufassen ist. — H. Kuler und A. Euler4’) haben gezeigt, 
- dab Ketone sauren Charakter haben, mit Alkalien Salze 
of bilden. Es ist daher nach unseren Versuchen erkliarlich, daB 





ashi 


jee das alkalische Methimoglobin nur durch Siuren, die stirker 
a 4 dissoziiert sind, in das saure Methimoglobin iiberfiihrt werden 
lef kann, etwa durch primares Phosphat, dessen Dissoziations- 


uf konstante = 2-107? (Henderson und Spiro*), durch Ka- 
aff kodylsiure A = 6,4- 10-7 (Michaelis®), Kohlensiure (vgl. Rost, 

_ Franz und Heise*!), deren & = 3,04-10-", nicht aber durch 
if Borsiure k = 1,7-10-° (Waiker*), Sauren, deren & > 1076 
bewirken leicht Abspaltung von Himatin. — DaB Ketone mit 
H,O, reagieren, haben Wolfenstein) und Pastureau 5) 
' " gezeigt. — Durch unsere Auffassung wird schlieBlich die Be- 
— obachtung verstandlich, daB Hamoglobin (Hill**) und Met- 
himoglobin (Bottazzi*®) als Polymere auftreten, Oxyhimo- 
globin dagegen nicht. Dies geht aus den folgenden schema- 
tischen Formeln hervor. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIII. ( 
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QO O OW \ 
Hb< | , Hb=0 oder Hb Hb baw. [HDC \} | 
Oxyhimoglobin saures Methimoglobin 
Hb=Hb oder Hb—Hb 
Hb—OH, ae 
Hb 
alkalisches Methiimoglobin Hamoglobin 
OH OH H 
Hb, Hbh{ bzw Hb—0¢ 
Noy \F Iv \F 
Cyanhiimoglobin Fluormethimoglobin 


Sprechen also zahlreiche Analogien fiir unsere Vermutung 
einer ketonartigen Bindung des Sauerstoffes im 
Methamoglobin, so liegt doch kein direkter Beweis vor, der 
die Bindung an N, Fe oder eine Doppelbindung mit Sicherheit 
ausschliefen wiirde. Unsere Anschauung kann daher gegen- 
wirtig nur den Wert einer durch zahlreiche Analogien gestiitzten 
Arbeitshypothese in Anspruch nehmen. 
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Notiz tiber das Vorkommen von Katalase 
bei Mikroorganismen. 
Von 


A. J. Kluyver. 





(Aus dem Institut fir Mikrobiologie der Technischen Hochschule in Delft, Holland. 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai1924.) 


Im neulich erschienenen Hefte dieser Zeitschrift berichtet 
Herr Virtanen u. m. iiber seine vergeblichen Versuche, um 
in feuchten und getrockneten Bakterienmassen von Strepto- 
coccus lacticus Katalase nachzuweisen.') Dem geht die Be- 
merkung voraus: 

»Ver Befund von Orla-Jensen, daB die eigentlichen 
Milchsiurebakterien im Gegensatz zu andern Mikroorganismen 
keine Katalase enthalten, ist darum sehr wichtig.“ 

Ich méchte hierzu erstens feststellen, daB diese Tatsache 
schon viel friiher, namlich 1893, von Beijerinck publiziert 
worden ist.?) 

Beijerinck hat vom Anfang an die groBe diagnostischie 
Bedeutung dieses Fundes klar erkannt. Im hiesigen Labora- 
torium ist dann auch seit Jahrzehnten das Verhalten der 
Bakterienkolonien gegeniiber einer verdiinnten Wasserstofi- 
superoxydlésung beniitzt worden, um auf Platten mit Misch- 
kulturen die Kolonien der wahren Milchsiurebakterien ausfindig 
zu machen. 





1) Diese Zs. Bd. 134, S. 315 (1924). 

2) M. W. Beijerinck, Bemerkung iiber die Zersetzung des Wasser 
stoffsuperoxyds durch lebende Organismen, Naturwissenschaftliche Rund- 
schau 8, Jahrg. 1893, S. 671. 











Notiz tiber das Vorkommen von Katalase bei Mikroorganismen. 101 


Wahrend es nun sehr wahrscheinlich ist, daB die Milch- 
siurebakterien die einzigen Bakterienarten sind, welche auf 
,erob kultivierten Platten katalasenegative Kolonien produ- 
zieren, ist schon 1906 von Orla-Jensen!) gezeigt worden, 
daB auch die streng anaeroben Buttersiurebakterien das 
Wasserstoffsuperoxyd nicht zu zersetzen vermégen. Dasselbe 
ist nun neulich in diesem Laboratorium auch fir die streng 
anaeroben sporenbildenden EiweiBzersetzer der Gruppe des 
Bacillus putrificus Bienstock festgestellt worden. 

Diese Ergebnisse berechtigen vorlaufig zu dem Schlub, 
da& alle Mikroorganismen, welche sich ausschlieBlich fermen- 
tativ ernihren, der Katalase entbehren. 

Umgekehrt steht es fest, daB alle Mikroorganismen, fiir 
welche bewiesen ist, daB sie den freien Sauerstoff in ihren 
Stoffwechsel beziehen, Katalase enthalten. 

DaB z. B. alle Bakterien der Koligruppe katalasepositiv 
sind, ist dann auch dem Umstande zuzuschreiben, daB diese 
Bakterien — im Gegensatz zu den wahren Milchsiurebakterien — 
neben einer fermentativen Kohlenhydratspaltung auch eine 
oxydative Verarbeitung von EiweiBzersetzungsprodukten als 
Dissimilationsreaktion beniitzen kénnen. 

Die Verbreitung der Katalase im Mikrobenreiche darf 
dann auch meines Erachtens als wichtigstes Argument gelten 
tir die sehr verbreitete, jedoch immer noch nicht rationell 
‘undierte Annahme, daB dieses Enzym irgendeine Rolle spielt 
bei der Ubertragung des Sauerstoffs auf das Substrat der 
Atmung und zwar bei allen aeroben Lebewesen. 


1) Zitiert nach: Orla-Jensen, The Lactic Acid Bacteria, Koben- 
havn 1919, p. 48. 











Zur Pharmakologie der Zellatmung. 
V. Mitteilung.?) 
Der Einflu8 von y-Strahlen auf die Zellatmung. 


Von 


Fumio Hazama. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg, 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1924.) 





Nachdem durch die Untersuchungen von Schwarz 
und KlingenfuB?) sowie Ellinger und Landsberger® 
nachgewiesen war, daB anorganische katalytische Prozesse 
durch Bestrahlung des Katalysators allein oder des gesamten 
Systems mit Hochfrequenzstrahlen unter gewissen Bedingungen 
eine betrachtliche Steigerung erfahren, lag es nahe, die Wir- 
kung dieser Strahlen auf einen biologischen Vorgang zu unter- 
suchen, bei dessen Ablauf katalytische Prozesse nach den 
Feststellungen zahlreicher Autoren eine entscheidende Rolle 
spielen. Als solcher kam in erster Linie der Oxydationsprozei 
in den atmenden Zellen in Frage. Die Zellatmung mu8 mau 
vor allem nach den Arbeiten Warburgs als eine Verbrennung 
von normalerweise nicht oxydablen Substanzen ansehen, die 
durch Adsorption an den koiloidalen Oberflichen der Struktw 
verdichtet mit Hilfe der katalytisch wirkenden in die Struktur 





1) Vgl. I. Mitteil.: Ellinger, Diese Zs. Bd. 119, S. 11 (1922). 
II. Mitt.: Ellinger und Landsberger, ebenda Bd. 123, S. 246 (1922), 
Ill. Mitt. Ellinger und Landsberger, ebenda Bd. 123, S. 264 (1922): 
IV. Mitt.: Ellinger, ebenda Bd. 136, S. 19 (1924). 

*) R. Schwarz u. M. KlingenfuB, Zs. f. Elektroch. 1922, Nr. 21/22. 

5) Ph. Ellinger, u. M. Landsberger, M. Klin. Wochensehr. 1923. 
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: eingesprengten Schwermetall- (Hisen-) Partikel sich mit Sauerstoff 
' yerbinden. Wenn nun Vorginge an nicht organisierten Kataly- 
satoren, wie Platinmoor, Hisen- und Alkalichloriden, Tierkohle 
; durch Hochfrequenzstrahlen so stark beeinfluBt werden, so 
' wire anzunehmen, daB sie auch auf die Zellatmung nicht 
© ohne Wirkung sind. Allerdings ist zu bedenken, daB zwei 
1 wesentliche Punkte geeignet sind, eine etwa in Erscheinung 
: tretende Verinderung des katalytischen Prozesses zu verdecken 
oder abzuschwachen. Das eine ist die Feststellung von 
’ Ellinger und Landsberger, daf die Bestrahlung von um so 
' geringerem Kinflu8 auf den Reaktionsablauf ist, je stirker die 
: Pufferung des Milieus gewahlt wird, in dem der ProzeB statt- 
_ findet, und die tierischen Zellen haben eine recht betrichtliche 
| Pufferbreite. Der zweite Umstand, der méglicherweise eine 
_ Erkennung einer Strahlenwirkung erschwert, ist die Verinderung, 
' die die Bestrahlung auf die zweite Komponente der Zellatmung 
' auf die Adsorption ausiibt. Namentlich durch neueste Unter- 
' suchungen aus dem Hdéberschen Institut) wissen wir, dab 
' der Dispersititsgrad der Kolloide unter dem Einflu8 der Hoch- 
' frequenzstrahlen vergrdbert wird. Das bedeutet aber eine 
' Verkleinerung der adsorbierenden Oberflichen und somit wohl 
_ eine Hemmung der Oxydationsgeschwindigke:t. Obwohl ich 
' mir dieser Schwierigkeiten bewuBt war und annehmen muBte, 
_ daB auch giinstigenfalls ein nur schwer deutbares Ergebnis zu 
erzielen war, glaubte ich den Versuch machen zu sollen, den 
Einflu8 von Hochfrequenzstrahlen auf die Zellatmung zu unter- 
- suchen. 

: Untersuchungen iiber die Wirkung von Strahlen auf die 
| Zelloxydation liegen in erheblicher Zahl vor. Fiir das sicht- 
' bare Licht und das Ultraviolett stellte Bering?) als erster fest, 
daB der Sauerstoffverbrauch von Ginseerythrozyten, gemessen 
' in Barcroftschen Manometern, betrichtlich gesteigert wird. 


: ') Mond, Pfliigers Arch. Bd. 196, 8.540 (1922) und Bd. 200, S. 374 
_ (1923). — P. Wels, ebenda Bd. 199, S. 226 (1923) und Bd. 201, S. 459 
7 (1928), 

*) Bering, Strahlentherapie Bd. 3, S. 636 (1913). 
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Neuerdings konnten Gottschalk und Nonnenbruch’) fi; 
Froschmuskulatur eine gleichsinnige Wirkung von ultraviolettey 
Strahlen bei kleineren Dosen beobachten, bei gréBeren Dosey 
stellten sie hingegen eine Hemmung der Oxydationsgeschwindig. 
keit fest. Als Maf fiir den Sauerstofiverbrauch diente ihnen 
die von Lipschitz und Gottschalk?) angegebene Nitro. 
reduktion. Die Wirkung der korpuskularen w-Strahlen ver. 
schiedener radioaktiver Substanzen auf die Oxydation you 
Ginseerythrozyten untersuchte Ellinger*) mit der Barcrott- 
schen Methode. In allen Fallen zeigten sie eine Herabsetzung 
des Sauerstoffverbrauchs, ohne auch in kleinsten Dosen eine 
Steigerung erkennen zu lassen. Was schlieBlich die kur. 
welligen elektromagnetischen Schwingungen, die Réntgen- und 
y-Strahlen anlangt, so liegen hierfiir zwei Untersuchungen der 
neuesten Zeit vor, eine von Gottschalk und Nonnenbruch', 
die den Sauerstoffverbrauch von Froschmuskulatur nach Be- 
strahlung von Réntgen- und y-Strahlen verschiedenster Dosen 
mit der Lipschitzschen Methode bestimmten — hier bleibt 
allerdings fraglich, ob die Strahlen als solche nicht den Farb- 
grad der Testlésung beeinflussen — und stets eine Hemmung 
der Reaktion feststellten. Ferner hat Wels ®) den Einflu8 von 
Réntgenstrahlen — die Gréfe der Dosen ist aus den bisher 
mitgeteilten Ergebnissen nicht ohne weiteres ersichtlich — aut 
den Sauerstoffverbrauch der verschiedensten giirenden und 
atmenden Zellen an Barcroftschen Manometern untersucht, 
ohne einen EinfluB der Strahlen auf die Oxydationsgeschwindig- 
keit feststellen zu kénnen. Der Widerspruch zwischen diese 
Ergebnissen, die lediglich mit verschiedenen Methoden arbeitetei. 
bleibt ungeklart, wenn man die Ursache der Differenz_niclit, 
wozu Wels geneigt ist, in der Methodik sehen will. 





1) A. Gottschalk und W. Nonnenbruch, ebenda Bad. 1), 
S. 98 (1923). 

*) W. Lipschitz und A. Gottschalk, Pfliigers Arch. Bd. 191, 
S. 1 (1921). 

8) Ellinger, Diese Zs. Bd. 116, S. 266 (1921). 

4) A. Gottschalk und W. Nonnenbruch, a.a. 0. 

5) P. Wels, Strahlentherapie, Bd. 15, S. 647 (1924). 
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Fiir meine Versuche, die sich an die Beobachtungen von 


: Killinger und Landsberger’) tiber die Steigerung kataly- 
' tischer Prozesse durch sehr kleine Roéntgen- und y-Strahlen- 


dosen anlehnten, kam es darauf an, die Wirkung der Strahlen 


| wihrend der Bestrahlung oder unmittelbar nach Aufhéren 


derselben zu untersuchen. Da die Beobachtung des Sauerstoff- 


 verbrauchs an Barcroftschen Manometern, als der durch- 
q sichtigsten Methode erfolgen sollte, und diese in Thermostaten 


vorgenommen wird, kam eine Bestrahlung mit Réntgenstrahlen 
nicht in Frage. Denn es besteht keine Méglichkeit, eine nur 
leidliche Dosierung vorzunehmen, weil sich das Thermostaten- 
wasser in dauernder Bewegung befindet und die absorbierende 
Wasserschicht fortgesetzt und unkontrollierbar wechselt. Auch 
die KontrollgefaBe, die sich im gleichen Thermostaten wegen 
der Temperatur und der Schiittelgeschwindigkeit befinden 
sollen, sind vor Streustrahlen kaum zu schiitzen. Nimmt man 
die Bestrahlung auBerhalb des Thermostaten vor, so geht die 
erste Zeit nach der Bestrahlung wegen des Temperaturaus- 
gleichs der Beobachtung vorloren. Ich verzichtete daher auf 
die Untersuchung von Réntgenstrahlenwirkung und untersuchte 
ausschlieBlich die Wirkung von y-Strahlen radioaktiver Pri- 
parate. 

Es standen mir drei verschiedene Radiumpriparate zur Verfiigung. 
Zwei davon waren in Silberkapseln, das dritte in Glas, Hartgummi und 
dann wiederum in Glas eingeschmolzen. Durch ihre Behilter hindurch 
entsprachen sie einem Radiumbromidgehalt von 13,4, 10,2 und 8,4 mg. 
Die Kapseln wurden in einer Messinghiilse von 2 mm Wandstirke so 
vingeschlossen, daB sie nur gegen das zur Bestrahlung kommende Oxy- 
dationsgefaB offen war. Durch eine einfache Vorrichtung konnte die 
Messinghiilse an dem OxydationsgefaB befestigt werden. Die Messung 
des Sauerstoffverbrauchs erfolgte in Barcroftschen Manometern in der 
in den fritheren Arbeiten geschilderten Anordnung. Es wurde in dem 
Versuch so vorgegangen, daB zunichst eine gréBere Anzahl Oxydations- 
vefiiBe mit dem gleichen Volum einer Aufschwemmung in Ringerscher 
Lisung gewaschener Ginseerythrozyten beschickt wurde. Zur Absorption 
der gebildeten Kohlensiure wurde der Einsatz des OxydationsgefaBes 


init Natronlauge gefiillt. Nachdem Temperaturausgleich abgewartet 
war — die Versuchstemperatur betrug 39° —, wurden die Manometer 


') Ellinger und Landsberger, Klin. Wochenschr. 1923. 
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abgeschlossen und in einer Vorperiode beobachtet, ob der Sauerstoi. 
verbrauch der einzelnen GefiBe in gleicher Héhe war. War dies de; 
Fall, so wurde an ein GefiB, daB von den iibrigen als Kontrolley 
dienenden durch einen Wassermantel von mindestens 10 ein, entferp: 
war, die vorher auf die Versuchstemperatur angewiirmte Hiilse mit dey, 
Radiumpriparat befestigt und der Sauerstoffverbrauch alle 20 Minuten 
abgelesen. Nach 20 Minuten bis 5 Stunden wurde das Radiumpriiparg 
entfernt. Im ganzen wurden 63 Versuche angestellt, die weitaus grifie 
Mehrzahl mit einem Priparat von 8,4 mg Aquivalenzgehalt. 

Aus Raumersparungsgriinden verzichte ich auf die Wieder- 
gabe der Protokolle im einzelnen. Die Wirkung war im hohe, 
Ma8e abhingig von der Zeit der Bestrahlung nach der Blut. 
entnahme. Frisch entnommenes Blut bis etwa 4 Stunden nach 
der Entnahme reagierte auf die Bestrahlung in keiner Weise. 
Ks war weder eine Steigerung noch eine Hemmung der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit wihrend oder nach der Bestrahlung 
festzustellen. 

Anders verhielten sich die Erythrozyten, die mindestens 
4 Stunden aus dem Ko6rper entfernt waren; wihrend der 
Bestrahlung war auch bei ihnen — unabhingig von der Dauer 
der Strahlenwirkung — keine nennenswerte Veriinderung des 
Sauerstofiverbrauchs zu beobachten. Die gefundenen Abwei- 
chungen hielten sich innerhalb der Fehlergrenze. Bei der 
Bestrahlung mit dem Praparat von 8,4mg Radium trat bei 
einer Bestrahlungsdauer von 20 Minuten in einzelnen Fillen. 
aber nicht regelmaBig und zwar 20 Minuten bis 2 Stunden 
nach Entfernung des Priparats eine Steigerung ein, die im 
Maximum 18 °/, in einem 20 Minuten langen Beobach- 
tungsintervall betrug und nach einiger Zeit wieder zur Norm 
zuriickkehrte. Bei 30 Minuten Bestrahlungszeit betrigt der 
gréBte Ausschlag 30°/, und zwar 3 Stunden nach Aufhiéren 
der Bestrahlung. Bei 60 Minuten Bestrahlungszeit erreichit 
die Steigerung in einem Falle ein Maximum von 58°, fast 
4 Stunden nach der Bestrahlung. In langer dauernden Be- 
strahlungen wurden nennenswerte Steigerungen nicht mehr 
festgestellt. Von 2 Stunden ab konnte Steigerung innerhalb 
der Versuchsdauer nicht mehr beobachtet werden. Diese 
Steigerungen traten nun nicht regelmaBig auf, sondern nur 
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 etwa in 60°/, der untersuchten Faille und es war bisher nicht 
| méglich, den Grund fir das Versagen festzustellen. Es wire 
' denkbar, daB eine gréBere Anzahl verschiedener EKinwirkungen, 
- die sich teils verstirken, teils abschwiichen, gleichzeitig in Er- 
: gcheinung treten, wie etwa die schon erwahnte Steigerung 
' durch Aktivierung der Katalysatoren, bei gleichzeitiger Hem- 
' mung der Adsorption, wobei bald der eine, bald der andere 
7 ProzeB iiberwiegen kénnte. AuBerdem ist daran zu denken, 
3 daB Strahlen verschiedener Wellenlinge sich vielleicht gegen- 
_ seitig in ihrer Wirkung beeintriichtigen, wofiir aus den Unter- 
© suchungen von Ellinger und Landsberger an nicht organi- 
| sierten Katalysatoren Anhaltspunkte vorzuliegen scheinen. Die 
' aus der Silberkapsel austretenden y-Strahlen sind ja verhiltnis- 
' miBig homogen: in Glas wird aber eine weiche Sekundir- 
‘ strahlung hervorgerufen, die médglicherweise trotz geringerer 
' Menge einen betriichtlichen Einflu8 wegen der stirkeren Ab- 
' sorption hervorrufen kann. Jedenfalls bedarf die Erscheinung 
' noch der weiteren Analyse. 


Zusammenfassend kann gesagt werden, daB y-Strahlen 


in kleinen Dosen zwar nicht regelmaBig, aber doch in der 
; Mehrzahl der Falle den Sauerstoffverbrauch von Ganse- 
: erythrozyten voriibergehend steigern, wahrend gréBere 
; Dosen ohne erkennbaren KinfluB auf die Oxydationsgeschwindig- 
| keit sind. 











Isolierung einer Aminosdure der Indolreihe 
der Zusammensetzung C,,H,,0,N, aus Casein. 


Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1924.) 


Der eine von uns hat im Jahre 1907 gemeinsam unit 
Kempe’) bei der Aufarbeitung von Quecksilberverbindungen, 
die zum Zwecke der Gewinnung von Tryptophan hergestellt 
worden waren, eine Verbindung isoliert, die nach allen ihren 
Kigenschaften ein Indolderivat darstellt, jedoch mit Tryptophan 
nicht identisch ist. Es wurde Casein (Hammarsten) nit 
Pankreatin abgebaut. Die betreffende Verbindung konnte 
wegen Mangels an Material nicht eingehender untersucht werden. 
Aus den Ergebnissen der Klementaranalyse wurde geschlossen, 
daB eine tryptophanihnliche Verbindung vorliege, die sich von 
dieser Aminosiure durch einen Mehrgehalt an Sauerstoff unter- 
scheide. Die Verbindung wurde einstweilen Oxytryptophan 
genannt. 

Unterdessen ist wiederholt versucht worden, von der neue 
Verbindung gréBere Mengen zu gewinnen. Es wurde dabei 
von der Annahme ausgegangen, daB die Dauer der Einwirkung 
von Pankreasfermenten auf Casein die Ausbeute an der ge 
nannten Aminosiure beeinflussen wirde. Es gelang in der 
Tat wiederholt, aus 1 kg Casein 1,5—2 g Substanz zu erhalten, 





) Emil Abderhalden u. Martin Kempe, Diese Zs. Bd. 52, 
S. 212 (1907). 


+> pt 





GQ 


~~ -&.08 s2 imam fF > 


— 
b amey 


ey 





solierung einer Aminos&ure der Zusammensetzung C,,H,,O,N, usw. 109 


die in ihrem ganzen Verhalten an das ,,Oxytryptophan“ er- 
immerten. Bei dem Versuch, die isolierte Substanz zu reinigen, 
eB sich jedesmal in mehreren Fraktionen Tyrosin abtrennen. 
SchlieBlich verblieb dann in ganz geringen Mengen eine Sub- 
stanz, die ganz das Verhalten des beschriebenen Oxytryptophans 
zigte. In keinem Fall konnten gréBere Mengen von der ge- 
suchten Aminosaiure erhalten werden. Ja, vielfach waren die 
Ergebnisse ganz negativ. 

Ks ist uns nun gelungen, die Ursache der MiBerfolge, 
wenigstens zum Teil, aufzuklaren, indem die Ausbeute an der 
gesuchten Verbindung mit der Dauer der Aufarbeitung der bei 


‘der Tryptophangewinnung verbleibenden schwefelsauren Losung 


geringer wird. So konnten wir aus 1 kg Casein nach 6tagigem 
Stehen dieser Liésung etwa 0,7 g der gesuchten Verbindung iso- 
lieren. Nach 3 Monaten lieBen sich nur noch 0,2 g und nach 
6—7 Monaten keine identifizierbare Substanz der gesuchten Art 
feststellen. Worauf die Abnahme der Ausbeute beruht, ist 
maufgeklirt. An und fir sich ist die Substanz gegen Wasser, 
verdiinnte Siuren und Laugen recht widerstandsfihig. 

Ks erforderte viel Arbeit, um der neuen Aminosiure 
erneut auf die Spur zu kommen. Obwohl wir die Dauer 
der Fermentwirkung und die Autarbeitung des Verdauungs- 
gemisches variierten und in schonendster Weise vorgingen (die 
Quecksilberverbindungen wurden zum Teil durch Umsetzung 
nit Bariumsulfid zerlegt unter méglichstem AusschluB von 
Sauerstoff), gelang es zuniichst nicht, eine vor dem Tryptophan 
auskrystallisierende Krystallfraktion abzutrennen, die mit der 
gesuchten Verbindung iibereinstimmte. Wir nahmen die Fallung 
des Tryptophans mit der von Hopkins und Cole angegebenen 
Mercurisulfatlésung in 5-volumenprozentiger, schwefelsaurer 
Lisung des Substrates vor und setzten die Fallung fraktioniert 
fort, bis das vom Quecksilber befreite Filtrat auch nach 
lingerem Stehen keine Aldehydreaktion (Adamkiewicz, 
Komm und Béhringer) auf Tryptophan mehr zeigte. 

Die gesuchte Verbindung zeigt nun im reinen Zustande 
keine Aldehydreaktion. Es blieb somit die Méglichkeit, daB sie 
im Filtrat der letzten, die erwihnte Reaktion noch zeigenden 
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Fraktionen zugegen war. Wir verfolgten deshalb die gj 
langerem Stehen des Filtrates der erwdhnten Quecksil}er. 
verbindung auftretenden, rein weiBen Abscheidungen. Wi; 
filtrierten sie, sobald eine gewisse Menge sich abgeschiedey 
hatte, ab und iiberlieBen das Filtrat sich selbst. Die niichstey 
Fraktionen wurden getrennt verarbeitet. Sie enthielten in de 
Hauptsache 1-Tyrosin. Wir fanden dabei zum Teil ein hoheres 
Drehungsvermégen dieser Aminosiure, als bei Darstellung 
durch Saurehydrolyse. 


Z. B. 0,03828 g Substanz in 6 ecm 21°/, HCl gelést; Gesamtgewicht 
7,020 g, spez. Gewicht 1,105; fir 1 dm ap = — 0,125° 
Somit [a}}? = —9,95°. 

Wir versetzten nunmehr das Filtrat der erwaihnten Aus. 
fillungen erneut mit Quecksilbersulfatlésung. Nach mehr. 
stiindigem Stehen erfolgte wieder eine Abscheidung von weil 
gefarbten Massen. Die Zerlegung der Quecksilberverbindungen 
ergab neben wenig 1-'yrosin einen gut krystallisierenden Kérper. 
Er 1aBt sich leicht in guter Ausbeute umkrystallisieren. Obwoll 
uns von der reinen Verbindung nur kleine Mengen zur Ver- 
figung standen, gelang es doch, ausreichende Beobachtungen 
zu machen, um Schliisse iiber die Konstitution der Verbindung 
ziehen zu kénnen. Wenn sie auch nicht in allen Teilen als 
zwingend gelten kénnen, so haben sie doch eine groBe Walr- 
scheinlichkeit fiir sich. Besonders wertvoll war die genaue 
Analyse der Substanz, die Bestimmung des Molekulargewichts 
und endlich die Gewinnung des Dibenzoylderivates. Endlich 
konnten wir eine ganze Reihe von Reaktionen mit der Substanz 
durchfiihren. Wir halten es fiir sehr wahrscheinlich, daf die 
Verbindung die Konstitution eines #-Bz-oxy-Pr-dihydroindoly!- 


alanins: 
H 


co °Sc——CH-CH. CH: 
af ore CH-CH,-CH- COOH 


| 
“A | Sh, /OH, NH, hat. 
i 


In diesem emake sei darauf hingewiesen, dab 
fir das Thyroxin die Konstitution eines dreifach jodierter, 
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| hydrierten Indolderivates angenommen wird. Obwohl schon 
‘ mehrere Jahre seit der Entdeckung dieser interessanten Sub- 
- sanz durch Kendall’) vergangen sind, liegen noch keine 
- iberzeugenden Beweise fiir die angenommene Konstitution des 
Thyroxins vor. Es besteht durchaus die Méglichkeit, daf 
zwischen der hier beschriebenen Verbindung und dem Thyroxin 
eine nahe Beziehung besteht. Wir beabsichtigen dieses Problem 
in der Weise weiter zu verfolgen, da wir in die neue Ver- 
" bindung Jod einzufthren versuchen. Es soll dann das jodierte 
e Produkt auf sein biologisches Verhalten und insbesondere auf 
seine Wirkung auf Kaulquappen gepriift werden. DaB jo- 
_ diertes Tryptophan die Metamorphose dieser Tiere nicht charak- 
 teristisch beeinfluBt, konnte kiirzlich gezeigt werden.’) 





Wir haben uns selbstverstandlich auch die Frage vor- 
| gelegt, ob die isolierte Verbindung ein primires Spaltprodukt 
' des Caseins darstellt, oder aber sekundir entsteht. Es ist 
' wiederholt der Versuch gemacht worden, durch Stehenlassen 
von Tryptophanlésungen mit Pankreasfermenten und _ ent- 
_sprechender Aufarbeitung die erwaihnte Verbindung zu ge- 
' winnen, Ferner ist versucht worden, durch Einwirkenlassen 
_ von Fiiulnisbakterien auf Tryptophanlésungen zu der in Frage 
stehenden Aminosiure zu gelangen. Bis jetzt waren alle Ver- 
suche nach dieser Richtung erfolglos. Anhaltspunkte fiir eine 
_ sekundire Entstehung des Produktes liegen nicht vor. 


Pa RO ADR aT RT ee 
Coe peeps Ce heen on Sears 


: Sobald wir mehr von der Verbindung zur Verfiigung haben, 
soll durch Oxydations- und Reduktionsversuche die Frage 
ihrer Konstitution weiter geklart werden. Fest steht auf 
’ alle Fille, daB es gelingt, aus reinem Casein eine 
 cinheitliche, sehr schén krystallisierende Verbindung 
| mit ganz havilaveriatiedion. keinem anderen HiweiB- 
i bausteine zukommenden Reaktionen zu gewinnen. 
SEs wire von Interesse zu priifen, ob diese Verbindung 


Be 


‘) E. C. Kendall, Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, S. 125 (1919); 
_E.C. Kendall u, A. E. Oncodting: Jl. of Biol. Chinen Bd. 40, S. 265 
p csi, 


*) Emil Abderhalden, Pfliigers Arch. Bd. 201, S. 432 (1928). 
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dem Casein eigen oder aber auch in anderen Produkten gp. 
zutreffen ist. 


Analytischer Teil. 


Das, wie oben mitgeteilt, isolierte Produkt krystallisiey; 
aus heiBem Wasser bei langsamem Erkalten und Verdunstey 
des Lésungsmittels im Exsiccator in gut ausgebildeten far}. 
losen, stets verzerrten Bipyramiden oder Tafeln des trikliney 
Systems mit 21/, Mol. Konstitutionswasser. Des 6fteren wurdey 
keilformig zugespitzte, hemiedrische Individuen beobachtet, 
Nach lingerem Stehen iiber konzentrierter Schwefelsiure werden 
die glasklaren Krystalle trib unter teilweisem Verlust. ihres 
Krystallwassers. 

Langsam erhitzt, schmolz die gepulverte krystallisierte 
Substanz bei 146° (unk.) zu einer klaren, farblosen Fliissigkeit, 
die sich bei etwa 200° braunt und bei 245° unter Gas. 
entbindung zersetzt. 

Die wiBrige Lésung reagiert gegen Lackmus schwach sauer. 


Krystallwasserbestimmung?): 


0,111880 g Substanz verlieren im Vakuumtrockenapparat  iiber 
Phosphorpentoxyd bei 105°: 


g Wasser =°/, H,O Eigenschaften Schmelzp. 
Nach 1 Stde. 0,009330 8,38 weiBes Pulver 140° 
» 4Stdn. 0,019010 17,07  hellgelb u. z. T. gesintert 90° 
a. 0,021200 19,03 vollig gesintert u. blasig 88° 
erstarrt 
«, Hew 0,021700 19,49 keine weitere Veriinderung. 


Die Substanz war zuletzt porés, hellgelb erstarrt. Millon: 
Reaktion fiel noch positiv aus. In Wasser ldste sie sich 
leichter als das krystallinische Produkt. Beim langsamen Ver: 
dunsten der Lésung im Vakuum schieden sich _hellgelbe, 
quadratische Tafeln, abgestumpfte tetragonale Doppelpyramiden 
aus. Da der Schmelzpunkt der Subtanz wieder bei 146’ 
(langsam erhitzt) liegt, mu8 angenommen werden, daf si 
wieder Krystallwasser aufgenommen hat und das Schmelzen 





1) Vel. S. 115. 
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erst bei einem beiden Kérpern gemeinsamen Veriinderungs- 
arad_ erfolgt. Naheren Aufschlu8 geben die Stickstoff- und 
die optischen Bestimmungen. 
0,06845 g der urspriingl. Substanz verbrauchen 5,12 eem n/10-H,SO,- 
Lésung, das entspricht 10,48 °/, Stickstoff. 
0,02855 g der stark entwisserten und wieder krystall, Substanz 
verbrauchen 2,22 cem n/10-H,SO,-Lésung. Das entspricht 
10,89 °/,*) Stickstoff. 
Bemerkenswert ist der Unterschied in den optischen Eigen- 
schaften der beiden Krystallisationen. 
Urspringliche Substanz: 
1. 0,08004 g in H,O gelést; Gesamtgewicht der Lésung 9,93910 ¢ 
dt = 0,9959; 1 dm o7?° =— 0,23° (+ 0,005°). 
2, 0,17915 g in H,O gelést; Gesamtgewicht der Lésung 9,9984 ¢ 
d‘ = 1,003; 1 dm aj?°=— 0,44° (4 0,005°). 
[«]22°= 1. —28,68°; 2. — 28,10° (+ 0,6). 
Verinderte Substanz: 
0,09018 g in H,O gelést; Gesamtgewicht der Lésung 10,045 g, 
dt = 1,005; 1 dm ap” = — 0,49° (+ 0,005°). 
[a]? = — 54,32° (+ 0,8°. 


Diese Erscheinung ist kaum allein durch den verschiedenen 
Krystallwassergehalt erklairlich, Die Vermutung einer An- 
hydridbildung wird durch spitere Ergebnisse!) wahrscheinlich 
gemacht. 


Reaktionen und sonstiges Verhalten der Aminosaure. 


im Réhrchen bis zum Verkohlen erhitzt, gibt es empyreu- 
matische Daimpfe von skatolartigem Geruch ab (Indolderivat). 
Die waBrige Lésung zeigt: 
Mit Ninhydrin nach Aufkochen tiefdunkle Violettfiirbung (kein An- 
hydrid); die Farbe hilt sich lange; 
keine Biuretreaktion; 
mit Kupferoxyd gekocht, blaustichig, schwach griine Lésung; 
die Xanthoproteinreaktion stark positiv; 
die Adamk ewiezsche Reaktion negativ; 
die Komm u. Béhringersche Reaktion negativ: 





1) Vgl. S. 115. 
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die Millonsche Reaktion positiv, durch Farbton und Bestiindigke; 
der Farbung gegen Hitze von der Tyrosinreaktion gut unter. 
scheidbar ; 

die Ehrlichsche Reaktion positiv; 

die Mérnersche Probe positiv; 

die Schwefelbleiprobe negativ; 

mit Bromwasser keine Farbung, nur Entfarbung des Reagentes; 

mit konz. Bromwasserstoffsiure gekocht schwache Briunung; 

mit Permanganatlésung raschere Entfirbung bzw. Reduktion 2u Brayp- 
stein als bei Tryptophan; 

mit verdiinnter Eisenchloridlésung: Entfirbung und Ubergang iy 
schmutzig olivgriinen Ton; . 

mit Mercurisalzen weiBe Niederschlige; 

mit Phosphorwolframsiiure einen im ReagenziiberschuB léslichen weiber 
Niederschlag. 


Die Lésung in konzentrierter alkoholischer Salzsiure firbt 
zunichst den Fichtenspan nicht, dann tritt Orangeténung aut, 
nach lingerem Stehen Rotfirbung. (Vgl. das Verhalten des 
Pr-dihydroindols!) 

Die gepulverte Substanz sublimiert auch im Vakuum niclit. 

In kaltem Wasser und verdiinntem Alkohol ist der Kérper 
wenig, in heiBem Wasser gut léslich. Von verdiinnten Siiuren, 
Alkalien und Eisessig wird er leicht aufgenommen, von Pyridin 
schwer. In den anderen organischen Liésungsmitteln ist er 
unléslich. 

Der Aminostickstofigehalt betragt 50°/, des Gesamtstick- 
stoffs nach Sérensen. 

Die Hydrolyse der Substanz wurde mit 25 °/,iger Schwefel- 
siure 8 Stunden bei Siedehitze versucht (0,219 g H,O-freie 
Substanz). Schwefelsiiure und Barium, wurden quantitativ ent- 
fernt; die Fallung dreimal mit Wasser ausgekocht und das Ge- 
samtfiltrat im Vakuum bei 40° auf 5 ccm gebracht. Hs lief 
sich keine Krystallisation herbeifiihren. Die Liésung zeigte 
jedoch die Phenolreaktion (Millon) nicht mehr. Dagegen be- 
trug [«]'®° = etwa — 25°. 

Etwa 0,180 g in 34 com Wasser, spez. Gewicht der Lésung 0,99!. 

1dm «8° =— 0,17°. 

Der Trockenriickstand in absolutem Alkohol, mit gasfreier 
Salzsiure verestert, zeigte keine geeigneten Eigenschaften. Fs 
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hatte aller Wahrscheinlichkeit nach eine weitgehendere Zer- 
setzung Platz gegriffen. 

| Nach dem gesamten Verhalten und den Eigenschaften 
© wurde auf ein ~-Bz-oxy-Pr-dihydroindolylalanin ge- 
’ schlossen, dessen empirische Formel durch Kohlenwasserstofi-, 
: Stickstoff- und Molekulargewichtsbestimmungen bestatigt worden 
| jst. Diese Verbindung krystallisiert aus Wasser mit 2!/, Mol. 
| Krystallwasser, verliert langsam an der Luft, rascher iiber 
' Trockenmittel, einen Teil davon bereits in der Kalte und gibt 
: im Vakuumtrockenapparat nach 6 Stunden bei 105° das ge- 
: samte Wasser ab, danach bildet sich aus 2 Molekiilen unter 
4 Verlust eines Mol. H,O eine Verbindung, die leichter léslich 
| ist und wiederum mit 2/, Mol. H,O krystallisiert.%) 

Gef, 19,49 °/, H,O-Verlust bei d. Bildg; 10,89 °/, N, 
Ber. fiir obige Verbind. 20,22 °/, Pe «oe we Sw 


Die urspriingliche Substanz wurde nach kurzem Trocknen 
des Krystallpulvers iiber konzentrierte Schwefelsiure analysiert. 


0,06845 g Substanz bendtigten 5,12 cem n/10-H,SO,-Lésung. 


0,09030 g m " 1,71 ecem n/5-NaOH-Lésung nach 
Sérensen. 

21,295 mg Substanz lieferten 39,020 mg CO, u. 13,385 mg H,0. 

0,11138 g ss verlieren 0,01901 g H,O. 


; Gef. 49,99°/, © 17,03°/, H 10,48% N 5,30°/, NH.-N 17,07 °/, H,O. 
4 Fiir C,,H,,O,N, -+ 2'/,H,O. Mol.-Gew. 267,20. 
F Ber. 49,429, © 717%, H 10,50°/, N 5,25%, NH,-N 16,86), H,0. 


q Molekulargewichtsbestimmung nach der von Rast modi- 

| fizierten Bargerschen Methode. 

; Wasserhaltige Pyridinlésung gegen Diphenylamintestskala 

; verglichen. (21/, Krystallwasser wurden beim Testlésungsmittel 

» beriicksichtigt.) 

0,01345 g H,O-freie Substanz (ber.) in 2,22 g H,O-haltigem Pyridin 
gelést entsprechen 0,027 n. 


eee 





) Vel. S. 112. 
8* 
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I. Bestimmung. 


Test 0,02 n. 0,04 n. 0,06 usw. 
Stellung nach 31 Stdn. ') — 49,0 — 36,0 
Me. be — 47,0 — 40,0 
Differenz + 2,0 — 4,0 


= 6 Kinheiten: 0 liegt bei 0,0266 n, 
dem entspricht das Mol.-Gew. 225. 


If. Bestimmung. 


Test 0,02 n. 0,03 n. 0,04 n. 

Stellung nach 28 Stdn.') — 24,5 — 27,0 — 160,0 
~ — 22,0 — 21,5 — 166,0 

Differenz + 2,5 - 0,5 —- 6,0 


= 8,5 Einheiten: 0 liegt bei 0,0285 n. 
dem entspricht das Mol.-Gew. 214. 
Mol.-Gew. berechnet fiir C,,H,,O,N,: 222. 


Dibenzoyl-Bz-oxy-Pr-dihydroindolylalanin. 

Endlich sprechen auch noch die analytischen Daten eines 
Dibenzoylderivates, sowie dessen negative Phenolreaktion fiir 
die angenommene Formel. 

Nach E. Fischer*) wurden zu 0,2 g der Aminosaure in 
12 com Wasser gelist und mit 0,65 g feinst gepulvertem 
Natriumbicarbonat versetzt, unter guter Hiskiihlung 0,52 ¢ 
Benzoylchlorid in 4 Portionen gegeben und jeweils kriftig ge- 
schiittelt, bis nur mehr wenig Saurechlorid bemerkbar war. 
Nach dem zweiten Zusatz trat bereits dauernde Triibung ein. 
11/, stiindige Behandlung fihrte zu einem schwach griinlicli 
gelirbten, harzigen Niederschlag. Dieser wurde mit dem aus 
der klaren Lésung durch Ansi&iuern abgeschiedenen zweiten 
Teil zweimal mit viel Ligroin ausgekocht. Der hellgelbe harzige 
Riickstand liste sich sehr schwer in absolutem Alkohol. Die 
Lésung gelangte im Exsiccator des 6fteren zur Trockne. Schlief- 
lich konnten 0,08 g schuppige Aggregate mit nicht deutlichen 
Krystallflachen erhalten werden, die im Réhrchen bei 72° 
sinterten und sich gegen 136° zersetzten. 


1) Erst nach dieser Zeit waren die Verainderungen in der ganzen 
Reihe gesetzmiibig. 
*) Chem. Ber. Bd. 33, 8. 2370 [2454] (1900). 
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Die im Vakuum bei 60° iiber Phosphorpentoxyd 6 Stunden 
getrocknete Substanz lieferte folgende Werte. 

18,177 mg Substanz gaben 46,380 mg CO, u. 9,117 mg H,0. 

10,255 mg ms »  0,575(korr.) eem N bei 20° u. 754 mm (korr.), 


Gef. 69,61 °/, C 5,61 %/, H 6,47 °/, N 
Ber. fiir C,;H,.0;N, 69,75 ” » 5,16 ” » 6,51 ” 


Mol.-Gew. 430,32. 
Die Millonsche Reaktion verlief negativ. Beim Erhitzen 
trat Gelbfirbung ein (Xanthoproteinreaktion). 
Leider fiihrten infolge der bislang noch in zu geringem 
Mabe verfiigbaren Substanzmengen Oxydations- und Spaltungs- 
rersuche noch zu keinen identifizierbaren Individuen. 


? 
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